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A	te,	che	hai	reso	tutto	questo	possibile.	
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RIASSUNTO	
Parole	chiave	:	Emogasanalisi;	sangue	venoso;	intervalli	di	riferimento;	cane;	analisi	statistica.	
Gli	 intervalli	di	riferimento	(IR)	sono	un	punto	cardine	nella	pratica	medica,	essendo	 la	base	per	
l’interpretazione	dei	 risultati	 degli	 esami	di	 laboratorio.	 L’Emogasanalisi	 (EGA),	 fondamentale	 in	
medicina	d’urgenza	e	terapia	intensiva	perché	fornisce	un	quadro	completo	di	ossimetria,	bilancio	
idro-elettrolitico	ed	acido-base	 in	 tempi	brevissimi,	necessita	di	 IR	per	poter	essere	pienamente	
utile	come	ogni	altro	esame	di	laboratorio.	Lo	scopo	di	questo	lavoro	è	stato	ottenere,	seguendo	
le	linee	guida	sugli	IR	con	metodo	indiretto	a	posteriori	adottate	dalla	American	Society	Veterina-
ry	Clinical	Pathology	(ASVCP),	gli	 IR	dell’EGA	del	cane	su	campione	di	sangue	venoso	per	lo	stru-
mento	RadiometerTM	ABL735GLAXP®,	validando	e	confrontando	gli	 IR	già	 in	uso	estrapolati	dalla	
letteratura.	Quindi,	 sono	 stati	 analizzati	 retrospettivamente	1341	 referti,	 prelevati	 dal	 database	
dello	strumento	in	un	periodo	di	circa	2	anni.	I	dati	sono	stati	selezionati,	secondo	specifici	criteri,	
ottenendo	un	numero	consistente	di	 referti	da	valutare:	n.	211	pO2,	n.	234	pCO2,	n.	228	sO2,	n.	
239	ctHb,	n.	412	pH,	n.	106	tCO2,	n.	80	HCO3-,	n.	621	AG,	n.	221	BE,	n.	1043	Na+,	n.	569	K+,	n.	890	
Cl-,	n.	706	Ca2+,	n.	873	Glucosio,	n.	967	Lattato	e	n.	253	Osmolalità.	I	referti	selezionati	non	hanno	
subito	partizioni	particolari.	Per	Hct	e	Bilirubina	non	sono	state	eseguite	le	analisi	rispettivamente	
a	causa	delle	differenze	metodologiche	tra	uomo	e	cane	e	della	ridotta	sensibilità	analitica.	I	dati	
sono	 stati	 analizzati	 con	 il	 programma	 statistico	MedCalc®.	Gli	 IR	ottenuti	 da	questo	 studio	per	
tutti	i	parametri	sia	misurati	che	calcolati	dell’EGA	sono	sovrapponibili	ai	precedenti	intervalli	scel-
ti	dalla	letteratura	ad	eccezione	dell’Osmolalità	a	causa	dei	limiti	strumentali.	Nel	corso	dello	stu-
dio	sono	stati	anche	rilevati	e	discussi	gli	errori	preanalitici	tra	cui	campionamento,	dispositivi	per	
il	prelievo	e	inserimento	delle	caratteristiche	del	paziente	(es.	temperatura)	che	possono	influen-
zare	i	risultati	dell’EGA.	
ABSTRACT	
Keywords	:	Blood	gas	analysis;	venous	blood;	reference	intervals;	dog;	statistical	analysis.	
The	 reference	 intervals	 (RI)	 are	a	key	point	 for	 the	clinical	evaluation	of	 laboratory	 results. The	
blood	gas	analysis	 (BGA)	 is	 fundamental	 in	 veterinary	emergency	and	 critical	 care	because	pro-
vides	a	quickly	complete	picture	of	oximetry	and	fluid,	electrolyte	and	acid-base	balance.	Accurate	
RI	are	necessary	as	for	any	other	laboratory	examination.	Based	on	the	American	Society	Veteri-
nary	 Clinical	 Pathology	 (ASVCP)	 guidelines	 (RI	 using	 indirect	method	 post	 hoc),	 the	 aim	 of	 this	
study	was	to	develop	RI	for	BGA	on	venous	blood	sample	of	dog	for	the	instrument	RadiometerTM	
ABLGLA735XP®.	The	RI	already	 in	use	derived	 from	reference	consultation,	were	compared	and	
validated	at	the	same	time.	Therefore	1341	reports	over	2	years	period	were	analysed	retrospec-
tively.	Data	were	selected	according	to	specific	criteria	obtaining	a	consistent	number	of	reliable	
reports	to	work-out-:	#211	pO2,	#234	pCO2,	#228	sO2,	#239	ctHb,	#412	pH,	#106	tCO2,	#80	HCO3-,	
#621	AG,	#221	BE,	#1043	Na+,	#569	K+,	#890	Cl-,	#706	Ca2+,	#873	Glucose,	#967	Lactate	and	#253	
Osmolality.	 The	 selected	 reports	 were	 not	 subjected	 to	 any	 particular	 partitioning.	 Hematocrit	
and	bilirubin	were	not	considered	because	there	are	methodological	differences	between	human	
and	dog	and	the	analytical	sensitivity	 is	 reduced,	respectively.	Data	were	analysed	by	MedCalc®	
statistical	software.	The	RIs	for	BGA	(measured	and	calculated)	were	found	almost	overlapping	to	
previous	 RIs	 obtained	 from	 the	 literature.	 In	 this	 study,	 pre-analytical	 errors	 such	 as	 sampling,	
sample	collection	devices	and	input	of	some	patient	characteristics	(i.e.	body	temperature)	were	
also	collected	and	discussed.	 	
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CAPITOLO	1	
1.1	-	INTRODUZIONE	
L’Emogasanalisi	o	Emogas	(Blood	gas	analysis	o	BGA	in	lingua	inglese)	è	un’analisi	di	labo-
ratorio	 che	 permette	 di	 ottenere	 una	 serie	 di	 valori	 indicativi	 della	 condizione	 idro-
elettrolitica,	dello	stato	acido-base	e	della	situazione	dei	gas	ematici	di	un	organismo.	As-
sume	quindi	 importanza	 fondamentale	nella	medicina	d’urgenza	e	nei	 reparti	di	 terapia	
intensiva	degli	ospedali	sia	umani	che	veterinari[1][2].	
In	generale	i	parametri	che	ogni	emogasanalizzatore	permette	di	ottenere	sono	pO2,	pCO2	
sO2,	Hb,	Hct	per	il	profilo	dei	gas	ematici	e	acido-base;	pH,	Bicarbonati,	Lattati,	Gap	Anio-
nico,	Eccesso	di	Basi,	Na+,	K+,	Cl-,	Osmolalità	per	 il	profilo	 idro-elettrolitico	e	acido-base;	
Glucosio,	Creatinina	e	Bilirubina	come	metaboliti	per	un	inquadramento	più	ampio	della	
condizione	 generale	 del	 soggetto	 in	 emergenza	 e	 successiva	 impostazione	 della	
terapia[2][3][4].	
L’analisi	può	essere	eseguita	su	campioni	di	sangue	arterioso,	venoso,	misto	(dall’Arteria	
polmonare)	o	capillare.	Di	norma	si	preferiscono	campioni	arteriosi	perché	permettono	di	
ottenere	valori	più	attendibili	dei	gas	ematici	(in	particolare	per	quel	che	riguarda	la	pO2)	
e	quindi	una	valutazione	più	accurata	della	componente	respiratoria	dell’equilibrio	acido-
base.	 La	 scelta	del	 campionamento	venoso	 fornisce	un	quadro	approfondito	della	 com-
ponente	metabolica	(nel	campione	venoso	la	pCO2	è	4-6	mmHg	più	alta	ed	il	pH	è	di	0.02-
0.05	unità	più	basso	rispetto	al	campione	arterioso)[3][4][5][6][7].	
Negli	ultimi	anni	è	stato	dimostrato,	in	medicina	umana	come	in	medicina	veterinaria,	che	
l’accuratezza	della	valutazione	emogasanalitica	dello	stato	di	un	paziente	aumenta	note-
volmente	quando	si	affiancano	i	dati	di	un’emogasanalisi	arteriosa	e	di	una	venosa,	ese-
guite	su	campioni	dello	stesso	paziente,	prelevati	e	analizzati	simultaneamente[5][8][9].	
1.1.1	-	STORIA	DELL’EMOGASANALISI	
Fine	1800	-	viene	espressa	la	“Legge	di	azione	di	massa”	secondo	cui	la	velocità	delle	rea-
zioni	chimiche	è	proporzionale	alle	concentrazioni	dei	reagenti.	Data	una	reazione:	
A	+	B	↔	C	+	D	
la	 concentrazione	 dei	 reagenti	 varierà	 fino	 ad	 arrivare	 all’equilibrio	 che	 verifica	
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l’equazione:	
K	=	[C]	[D]	/	[A]	[B]	
dove	K	è	la	costante	di	equilibrio	della	reazione[10].	
1907	-	L.J.	Henderson	riscrive	la	“Legge	di	azione	di	massa“	per	la	dissociazione	di	un	aci-
do	debole,	 in	modo	da	applicarla	ad	una	miscela	di	un	acido	debole	(AH)	e	del	suo	sale	
con	una	base	forte	(A-),	cioè	a	un	tampone:	
Ka	=	[H+]	[A-]	/	[AH]			da	cui	deriva	che			[H+]	=	Ka	[HA]	/	[A-]	
L’espressione,	nota	come	“equazione	di	Henderson”,	mette	in	evidenza	che,	quando	[HA]	
=	[A-]	per	piccole	variazioni	di	acido	o	di	base,	la	concentrazione	di	ioni	idrogeno	non	varia	
sensibilmente[7][11].	 Quando	 questa	 legge	 viene	 applicata	 alla	 reazione	 H+	 +	 HCO3-	↔	
H2CO3	↔	CO2	+	H2O	ne	deriva:	
Ka	=	[H+]	[HCO3-]	/	[H2CO3]			e	quindi			[H+]	=	Ka	[H2CO3]	/	[HCO3-][12]	
1909)	 -	 S.P.L.	 Sörensen	 introduce	 la	notazione	“esponente	dello	 ione	 idrogeno”,	 simbo-
leggiato	come	pH,	cioè	 il	negativo	dell’indice	di	potenza	della	concentrazione	degli	 idro-
genioni:	
pH	=	-	Log	[H+]	=	Log	(1/[H+])[11]	
1917	 -	K.A.	Hasselbalch	 riscrive	 l’equazione	di	Henderson	 in	 termini	 logaritmici	e,	appli-
candola	al	sistema	H2CO3/HCO3-,	formula	l’”equazione	di	Henderson-Hasselbalch”:	
pH	=	pKa	+	Log	([HCO3-]	/	[H2CO3])[11]	
Considerando	 che	 l’H2CO3	 esiste	 in	 equilibrio	 con	 la	 CO2,	 l’equazione	può	 anche	 essere	
scritta	come	(αCO2	=	coefficiente	di	solubilità	della	CO2):	
pH	=	pKa	+	Log	([HCO3-]	/	[CO2	×	αCO2])[7]		
Per	le	misure	del	pH	si	passa	dall’elettrodo	a	idrogeno	a	quello	a	vetro	mentre	per	la	CO2	
si	 ricorre	 alla	misura	 volumetrica	 e	 poi	 a	 quella	manometrica	 grazie	 alla	 tecnica	di	 Van	
Slyke	con	cui	la	CO2	viene	liberata	dal	sangue	per	aggiunta	di	acido.	Dalla	misura	del	pH	e	
della	CO2	si	calcola,	su	appositi	normogrammi,	il	valore	del	bicarbonato	e	della	pCO2.	Solo	
con	 studi	 successivi	 verrà	 stabilito	 che	anche	 i	 tamponi	non	 carbonici	 intervengono	nel	
mantenimento	dell’equilibrio[11].	
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Mentre	non	c’erano,	e	non	ci	sono,	mai	stati	dubbi	sul	valore	della	pCO2	come	parametro	
per	valutare	la	componente	respiratoria	dei	disturbi	acido-base,	per	 la	componente	me-
tabolica	si	 iniziano	ad	avere	dubbi	sui	parametri	fino	ad	ora	considerati.	Infatti	si	è	visto	
che	Bicarbonato	Attuale	e	Contenuto	Totale	di	CO2	potevano	essere	considerati	adeguati	
parametri	metabolici	solo	nei	pazienti	con	ventilazione	normale	perché,	nell’insufficienza	
ventilatoria,	l’aumento	della	pCO2	causa	la	produzione	di	acido	carbonico	e	di	conseguen-
za	un	aumento	del	bicarbonato,	tale	aumento	rischia	di	essere	interpretato	come	alcalosi	
metabolica	quando	è,	invece,	l’acidosi	respiratoria	ad	esserne	la	causa.	In	conseguenza	di	
queste	considerazioni	la	componente	metabolica	è	stata	espressa,	nel	tempo,	con	diversi	
parametri[11].	
1930	 -	 Realizzazione	 dell’elettrodo	 in	 vetro	 capillare	 per	 la	misurazione	 del	 pH,	 ancora	
non	termostatato[11].	
1948	-	A.B.	Hastings	e	R.B.	Singer	pongono	come	parametro,	per	valutare	la	componente	
metabolica,	 la	 grandezza	 “basi	 tampone”	 (Buffer	Base	o	BB)	 del	 sangue	 intero,	 definita	
come	la	somma	del	bicarbonato	e	degli	ioni	tampone	non	volatili[11].	
1952-1958	 -	La	Danimarca	viene	colpita	da	una	gravissima	epidemia	di	poliomielite	e	 le	
paralisi	respiratorie	da	essa	provocate	pongono	drammaticamente	la	necessità	di	dispor-
re	di	un	metodo	per	la	gasanalisi	che	possa	essere	applicato	ai	laboratori	clinici.	Per	velo-
cizzare	le	analisi	P.	Astrup	osserva	che,	equilibrando	il	sangue	a	diverse	tensioni	di	CO2,	il	
pH	cambia	 in	 funzione	 lineare	del	 logaritmo	della	pCO2	(almeno	nel	campo	di	utilità).	Si	
può	quindi	calcolare	la	pCO2	e	il	bicarbonato	incogniti	di	un	campione	dopo	averne	misu-
rato	il	pH	e	averlo	equilibrato	a	diverse	note	tensioni	di	CO2.	Il	metodo	rimane	in	uso	per	
decenni	con	il	nome	di	“tecnica	di	Astrup”[11].	
Sul	 versante	 tecnologico	 Astrup	 si	 rivolge	 all’azienda	 RadiometerTM	 per	 sviluppare	 una	
camera	di	equilibrazione	in	vetro,	contenente	l’elettrodo	per	il	pH	e	quello	di	riferimento,	
finalmente	termostatata,	nasce	quindi	il	prototipo	E50101	(1954);	pochi	anni	dopo	viene	
messo	 in	commercio	 l’AME1	(Astrup	Micro	Equipment	1)	con	elettrodo	micro	 inserito	 in	
una	camicia	termostatata[13].	
In	parallelo	alle	 scoperte	di	Astrup,	 i	danesi	O.	Siggaard-Andersen	e	coll.,	 incrementano	
ulteriormente	i	parametri	calcolati	dell’emogasanalisi	basandosi	essenzialmente	su	espe-
rimenti	 in	vitro	sul	sangue	intero	o	sul	plasma.	Vengono	quindi	generati	grafici,	tavole	e	
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relazioni	matematiche	tra	pH,	pCO2,	HCO3-	e	vengono	proposti	nuovi	parametri	derivati.	
In	questo	periodo,	come	misura	della	componente	metabolica,	Siggaard-Andersen	e	coll.	
propongono	la	curva	del	Base	Excess	(BE)	inteso	come	la	quantità,	espressa	in	mmol/L,	di	
acido	o	di	base	forte	necessaria	per	riportare	il	pH	a	7.40	in	un	campione	di	sangue	equili-
brato	con	una	pCO2	di	40	mmHg.	È	evidente	la	relazione	tra	BE	e	BB	in	quanto	il	BE	rap-
presenta	la	deviazione,	in	mmol/L,	dal	BB	rispetto	al	valore	fisiologico[11]:	
BE	=	BBattuale	–	BBideale	
questo	parametro	diviene	l’esponente	principale	per	l’identificazione	dei	disturbi	metabo-
lici.	 Grazie	 ad	 ulteriori	 studi	 sull’ipercapnia	 Siggaard-Andersen	 realizza	 l’ultimo	 normo-
gramma	 della	 sua	Acid-Base	 Chart	 in	 cui	 il	 BE	 viene	 ottenuto	 dalla	misurazione	 di	 pH,	
pCO2	ed	Emoglobina	(Hb)[13].	
	
	
Fig.	1	:	Carta	dell’equilibrio	acido-base	di	Siggaard-Andersen,	rappresentante	il	quadro	
previsto	nelle	varie	alterazioni	primarie	e	compensate	dell’equilibrio	acido-base	(immagi-
ne	tratta	da	RadiometerTM	2005[3]).	
1954	-	Negli	Stati	Uniti	Stow	cerca	metodi	diretti	per	la	misurazione	della	pCO2	e	introdu-
ce	un	nuovo	principio:	separare	campione	ed	elettrodo	mediante	l’interposizione	di	una	
membrana	semipermeabile	(Severinghaus	traduce	la	teoria	in	realtà	grazie	alle	membra-
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ne	in	Teflon).	Contemporaneamente	Clark	studia	le	tecniche	polarografiche	per	la	misura	
della	pO2	nel	sangue	sempre	mediante	l’interposizione	di	una	membrana,	stavolta	in	po-
lietilene,	 tra	 campione	 e	 sistema	 di	 misura.	 Arrivano,	 quindi,	 alla	 costruzione	
dell’elettrodo	 per	 la	 pCO2	 e	 all’elettrodo	 per	 la	 pO2	 che	 furono	 assemblati,	 insieme	
all’elettrodo	del	pH,	nel	primo	emogasometro[13].	
1957	-	K.E.	Jörgensen	e	P.	Astrup	introducono	un	nuovo	parametro	per	valutare	la	com-
ponente	metabolica	di	un	disturbo	acido-base,	 il	Bicarbonato	Standard.	 Per	ottenerlo	 il	
bicarbonato	viene	calcolato	dopo	che	il	sangue	intero,	completamente	ossigenato,	è	stato	
equilibrato	con	una	pCO2	di	40	mmHg	a	37°C;	in	tali	condizioni	le	alterazioni	del	bicarbo-
nato	 dovute	 alla	 componente	 respiratoria	 vengono	 annullate.	Resta,	 però,	 il	 problema	
che	 il	bicarbonato	(come	anche	 il	Bicarbonato	Standard)	non	tiene	conto	del	contributo	
dei	tamponi	non	volatili	(essenzialmente	albumina,	emoglobina	e	fosfati)	al	tamponamen-
to	del	pH,	quindi	viene	sottostimata	 la	componente	non	respiratoria	dei	disordini	acido	
base[11].	
1960	-	Il	BE	viene	modificato	tenendo	conto	degli	effetti	che	su	di	esso	hanno	le	modifica-
zioni	respiratorie	pure	e	della	redistribuzione	del	bicarbonato	in	tutto	il	liquido	extracellu-
lare,	di	cui	il	sangue	è	solo	una	parte.	Viene	quindi	proposto	il	BE	standard	(SBE	o	BEvivo	o	
BEecf)	che	è	indipendente	dalle	modificazioni	della	pCO2[11].	
Negli	USA	viene	sviluppata,	principalmente	ad	opera	di	W.B.	Schwartz	e	A.S.	Relman,	una	
nuova	 tendenza	 interpretativa	 (la	 “scuola	 di	 Boston”)	 che	 critica	 profondamente	 gli	 as-
sunti	e	le	conclusioni	della	scuola	scandinava.	Basandosi	comunque	sui	parametri	classici	
(pH,	pCO2	e	HCO3
-),	la	nuova	logica	d’interpretazione	viene	forgiata	sulla	convinzione	che	i	
disturbi	primari	di	tipo	respiratorio	inducono	risposte	metaboliche	compensatorie	atte	a	
riportare	il	rapporto	pCO2/HCO3-,	e	di	conseguenza	il	pH,	alla	normalità	mentre	i	disturbi	
primari	di	tipo	metabolico	evocano	una	risposta	respiratoria	che	tende	a	normalizzare	 il	
pH.	Grazie	 a	 questa	 interpretazione,	 costruita	 sulla	 base	di	 numerosi	 lavori	 clinici,	 sono	
state	caratterizzate	le	risposte	e	il	grado	di	compenso	attesi	nei	disturbi	primari	semplici;	
vengono	così	stabiliti	dei	range	di	significatività	per	il	compenso	atteso	nei	vari	disturbi.	
L’eventuale	 rilevamento	di	 valori	 esterni	 a	 questi	 intervalli	 di	 confidenza	 attesi	 per	 una	
data	condizione	primaria	deve	suggerire	un	disturbo	acido-base	di	tipo	misto[11].	
Una	 successiva	 analisi	 condotta	 sui	 dati	 raccolti	 negli	 studi	 della	 scuola	 americana	 ha	
permesso	di	 riassumere	 le	 equazioni	 tradizionali	 che	mettono	 in	 relazione	 in	 vivo	pCO2	
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con	HCO3-	e	pH.	In	questo	contesto	l’SBE	è	stato	ricalcolato	e	riproposto	come	parametro	
metabolico	 indipendente	 dalle	 variazioni	 acute	 della	 pCO2.	Per	 tutte	 le	 equazioni	 sono	
stati	calcolati	gli	intervalli	di	confidenza	del	95%	che	definiscono	il	livello	di	variabilità	at-
teso	della	risposta	compensatoria	normale	al	disordine	acido-base	primario[11].	
Anni	‘70	–	Evoluzione	degli	analizzatori	che	da	analogici	divengono	digitali,	si	riducono	di	
dimensione	 e	 divengono,	 man	 mano,	 sempre	 più	 automatici	 fino	 alla	 realizzazione	
dell’ABL	1	(sempre	della	RadiometerTM	1973)	autocalibrante,	autolavante,	calcola	e	stam-
pa	tutti	i	valori,	incorpora	un	barometro	ed	un	miscelatore	di	gas	con	umidificatore.	Il	me-
todo	di	Astrup	viene	definitivamente	abbandonato	perché	non	automatizzabile[13].	
Studi	ulteriori	sull’equilibrio	acido-base	dimostrano	che	non	può	essere	correttamente	va-
lutato	senza	considerare	anche	lo	stato	degli	elettroliti;	il	collegamento	tra	i	due	è	il	prin-
cipio	di	 elettroneutralità	 e	 le	 successive	derivazioni	 come	 il	 BB.	Viene	quindi	 introdotta	
nella	strumentazione	la	fotometria	a	fiamma	per	la	misura	di	sodio	(Na+)	e	potassio	(K+)	e	
la	microtitolazione	coulombometrica	per	il	cloro	(Cl-)	che	consentono	il	calcolo	dell’Anion	
Gap	(AG)	il	quale	a	tutt’oggi	permette	di	inquadrare	gli	squilibri	metabolici[13].	
Anni	‘80	–	P.A.	Stewart,	fisiologo	americano,	propone	un	modello	interpretativo	secondo	
cui	lo	stato	acido-base	nei	fluidi	biologici	può	essere	descritto	in	termini	di	variabili	dipen-
denti	(pH	e	HCO3-)	e	indipendenti	(pCO2,	Atot	e	SID).	Egli	propone	anche	un	nuovo	parame-
tro,	la	Strong	Ion	Difference	(SID),	definita	come	la	differenza	esistente	tra	la	somma	dei	
cationi	 forti	 (cioè	 completamente	dissociati)	 e	 la	 somma	degli	 anioni	 forti	 in	 un	 liquido	
biologico	(come	il	plasma)[11]:	
SID	=	Σ	[Na+],	[K+],	[Ca2+],	[Mg2+]	–	Σ	[Cl-],	[Lattato-],	[Chetoacidi-],	[SO2-]	
Il	risultato	dell’equazione	è	sempre	positivo	in	un	soggetto	sano,	questo	significa	che	deve	
essere	 presente	 un	 equivalente	 eccesso	 di	 cariche	 negative	 non	 considerate	
nell’equazione	perché	possa	essere	rispettato	il	principio	di	elettroneutralità.	Questo	sur-
plus	di	cariche	negative	è,	in	effetti,	il	BB[11].	
Con	la	SID	si	possono	finalmente	spiegare	sia	le	conseguenze	immediate	dei	disturbi	me-
tabolici,	sia	i	compensi	metabolici	nel	caso	dei	disturbi	respiratori[11].	
Anni	 ‘90	 –	 Evoluzione	della	 strumentazione	 in	 campo	umano	 con	 aggiunta	di	 numerosi	
nuovi	parametri	sia	misurati	che	calcolati,	come	Glucosio,	Lattati,	Bilirubina	e	Creatinina;	
per	esempio	la	RadiometerTM	realizza	l’ABL	700,	il	primo	emogasanalizzatore	che	misura	
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anche	la	bilirubina[13].	
Primi	impieghi	dell’emogasanalisi	in	campo	veterinario,	limitati	a	grandi	ospedali	e	strut-
ture	universitarie.	
Anni	2000	–	Ingresso	dell’emogasanalisi	nella	pratica	clinica	quotidiana	veterinaria	grazie	
alla	realizzazione	di	strumentazione	in-house	a	prezzi	accessibili	come	per	es.	il	VetScan	i-
STAT	1	(Abaxis®),	l’Irma	2000SL	(Diametrics	Medical®),	il	VetStat	Electrolyte	and	Blood	
Gas	Analyzer	(IDEXX®)	e	gli	ABL	serie	700	e	800	(RadiometerTM)[13].	
1.2	-	PARAMETRI	CONSIDERATI,	POSSIBILE	SIGNIFICATO	
DELLE	LORO	ALTERAZIONI	E	METODI/TECNICHE	DI	MISU-
RAZIONE	
I	moderni	emogasanalizzatori	sono	completamente	automatizzati,	infatti,	possiedono	una	
componente	 software	 che	 gestisce	 simultaneamente	 le	 analisi,	 il	 settaggio	 e	
l’autocalibrazione,	inoltre,	consente	l’inserimento	dei	dati	del	medico	e	del	paziente	a	cui	
appartiene	il	campione	in	analisi[3].	
I	 vari	 parametri	 vengono	 rappresentati	 da	 una	 sigla	 che	 contiene	 sempre	 il	 simbolo	
dell’analita	 (es.	 formula	 chimica,	 abbreviazione	 del	 nome,	 …)	 e	 vari	 altri	 simboli	 la	 cui	
spiegazione	viene	riportata	al	punto	1.5[3][14].	
I	 parametri	 coinvolti	 nell’emogasanalisi	 sono	 suddividibili	 in	 4	 categorie:	Ossigenazione,	
Elettroliti,	Metaboliti,	Stato	Acido-Base.	
Un’altra	serie	di	parametri	sono,	 invece,	da	 inserire	prima	dell’analisi	del	campione.	Tra	
essi	ci	interessano	in	particolar	modo	la	T°C	(temperatura	del	paziente)	e	la	FiO2	(frazione	
di	 ossigeno	 in	 aria	 secca	 inspirata,	 va	dal	 21%	dell’aria	 ambientale	 a	 livello	del	mare	 al	
100%	e	oltre	in	corso	di	ossigenoterapia).	Questi	parametri	sono	importanti	per	le	modifi-
cazioni	che,	loro	variazioni,	provocano	ad	altri	parametri	tra	cui	pH	e	gas	ematici[3][15].	
La	 temperatura	del	paziente	al	momento	del	prelievo	è	generalmente	diversa	da	quella	
del	bagnomaria	dell’analizzatore	 (settata	a	37°C)	alla	quale	vengono	misurati	pH,	pO2	e	
pCO2	 (importante	soprattutto	nei	campioni	arteriosi);	va	anche	considerato	che	 la	mag-
gior	 parte	 degli	 emogasanalizzatori	 vengono	prodotti	 per	 le	 analisi	 sull’uomo	e,	 quindi,	
vengono	 settati	 sui	 valori	 di	 normalità	 della	 specie	 umana	 (la	 temperatura	 normale	
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nell’uomo	 viene	 considerata	 circa	 37°C).	 L’inserimento	 corretto	 della	 T°C	 consente	
all’analizzatore	di	adeguare	ad	essa	i	valori	di	questi	parametri,	mediante	apposite	equa-
zioni	 (vedi	punto	1.5.4),	 e	di	 riportare	questi	 valori	 corretti	nel	 referto	 finale	assieme	a	
quelli	direttamente	misurati.	La	correzione	risulta	particolarmente	importante	durante	il	
monitoraggio	di	un	paziente,	in	quanto	si	presume	che	anche	la	T°C	si	modifichi	insieme	
agli	altri	parametri[5][15][16].	
In	medicina	umana	alcuni	autori	ritengono	che	la	caratterizzazione	dello	stato	acido-base	
e	le	decisioni	terapeutiche	dovrebbero	basarsi	solo	sui	valori	misurati	a	37°C	perché	le	va-
riazioni	di	temperatura	imposte	al	campione	durante	l’analisi	vanno	ad	alterare	la	solubili-
tà	dei	gas	(legge	di	Charles)	e	l’affinità	dell’emoglobina	all’ossigeno,	tutto	ciò	associato	al	
fatto	che	gli	 effetti	metabolici,	 vascolari	e	 respiratori	di	 ipo	e	 ipertermia	non	sono	stati	
ancora	completamente	compresi	(ne	deriva	l’importanza	di	riportare	entrambi	i	gruppi	di	
dati	 nel	 referto	 finale).	 In	medicina	 veterinaria,	 la	 temperatura	 normale	 di	 un	 soggetto		
sano	(cane)	si	localizza	in	un	range	di	38-39°C,	quindi,	la	correzione	in	base	alla	tempera-
tura	potrebbe	acquistare	un’importanza	maggiore	nell’ottica	dell’ottenimento	di	valori	 il	
più	 vicini	 possibile	 alla	 realtà;	 viene	 comunque	 lasciata	 al	 clinico	 la	 decisione	
finale[2][5][7][15].	
1.2.1	-	PARAMETRI	dell’OSSIGENAZIONE	
Pressione	parziale	di	ossigeno	-	pO2	
La	 pressione	parziale	 di	 ossigeno	 (pO2)	 in	 fase	 gassosa	 in	 equilibrio	 con	 il	 sangue	 viene	
usata	per	valutare	la	misura	in	cui	l’organismo	è	in	grado	di	assorbire	l’ossigeno	nei	pol-
moni.	La	pO2	dovrebbe	essere	valutata	insieme	a	saturazione	di	ossigeno	(sO2)	e	contenu-
to	totale	di	emoglobina	(ctHb)	per	poter	avere	un	quadro	completo	della	disponibilità	ar-
teriosa	di	ossigeno[3][15].	
La	misurazione	della	pO2	 si	 basa	 su	 elettrodi	 polarografici	 (di	 Clark)	 e	membrane	 semi-
permeabili	associate	a	misurazioni	di	controllo	su	soluzioni	tenometrate.	L’elettrodo	mi-
sura	la	conduttività	elettrica	del	campione	dopo	l’innesco	di	reazioni	di	ossido-riduzione,	
avvenute	grazie	all’ossigeno	presente	nel	campione,	e	la	converte	in	pressione	grazie	alla	
curva	di	dissociazione	dell’ossigeno	presente	nel	database	della	macchina	 (vedi	 Fig.	2	e	
parte	1.5.3)[3][15].	
• La	pO2	normale	su	paziente	autonomi	indica	un’adeguata	assunzione	di	ossigeno	a	li-
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vello	polmonare	non	richiedente	interventi	sull’attività	ventilatoria,	va	valutata	con	at-
tenzione	se	il	paziente	è	sotto	ossigenoterapia[3][5].	
• La	pO2	bassa	(ipossiemia	arteriosa)	indica	un’inadeguata	assunzione	di	ossigeno	a	livel-
lo	polmonare	causata	da	anomalie	polmonari,	circolatorie	o	respiratorie.	Tra	le	possibi-
li	cause	possiamo	riscontrare:	Malattie	del	sistema	nervoso	centrale	(lesioni	del	tronco	
cerebrale	o	della	spina	cervicale	come	lesioni	occupanti	spazio	intracraniche	o	traumi),	
Malattie	cardiache	(edema	polmonare	cardiogeno,	shunt	sinistro-destro),	Depressione	
respiratoria	iatrogena	(anestesia,	somministrazione	di	Oppiacei,	Organofosfati,	Pancu-
ronio,	Succinilcolina),	Inadeguata	concentrazione	di	ossigeno	nell’aria	inspirata	(inade-
guata	somministrazione	di	ossigeno	 in	anestesia,	elevate	altitudini),	Difetti	neuromu-
scolari	con	blocco	dei	muscoli	respiratori	(botulismo,	tetano,	miastenia	grave,	polimio-
site,	poliradiculoneurite,	paralisi	da	zecche),	Malattie	respiratorie	gravi	(ARDS	[acute	re-
spiratory	distress	syndrome],	ostruzione	delle	vie	aeree,	polmonite	ab	ingestis,	trauma	al-
la	 parete	 toracica,	 ernia	 diaframmatica,	 emotorace,	 neoplasie,	 versamento	 pleurico,	
polmonite,	 pneumotorace,	 fibrosi	 polmonare,	 edema	 polmonare,	 tromboembolismo	
polmonare,	piotorace,	inalazione	di	fumo).	In	questi	casi	andrebbero	verificati	 i	valori	
di	 sO2	 e	 ctHb	 prima	 di	 effettuare	 altre	 indagini	 che	 accertino	 le	 condizioni	
polmonari[3][4][7][15][17].	
• La	pO2	elevata	non	è	rilevabile	in	caso	di	respirazione	autonoma	ma	può	presentarsi	in	
corso	di	ossigenoterapia	(modifica	della	FiO2).	Questa	condizione	comporta	il	rischio	di	
tossicità	da	ossigeno	(formazione	di	radicali	liberi)	se	mantenuta	ad	elevati	livelli	e	pro-
tratta	per	periodi	superiori	alle	12-24	ore	(la	pO2	ematica	può	superare	i	400	mmHg).	
Inoltre	livelli	di	pO2	superiori	a	100	mmHg	non	contribuiscono	in	modo	significativo	al	
contenuto	ematico	di	ossigeno	poiché	il	livello	di	saturazione,	con	pO2	di	100	mmHg	e	
concentrazione	 normale	 di	 emoglobina,	 è	 già	 del	 97%	 e	 non	 è	 possibile	 superare	 il	
100%.	Una	pO2	elevata	può	essere	anche	artefattuale	quando	nel	campione	sono	pre-
senti	 una	 o	 più	 bolle	 d’aria	 (pO2	 atmosferica	 porta	 la	 pO2	 ematica	 fino	 a	 150	
mmHg)[3][4][5][7][15][18].	
	 15	
	
Fig.	2	:	Rappresentazione	della	curva	di	dissociazione	dell’ossigeno	e	fattori	che	ne	influen-
zano	lo	spostamento	a	sinistra	e	a	destra.	Il	simbolo	(a)	indica	il	campione	arterioso,	il	
simbolo	v	indica	il	campione	misto.	Gli	altri	simboli	vengono	spiegati	nella	sezione	1.5.3	
(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2005[3][12]).	
La	pO2	ha	importanza	fondamentale	quando	misurata	su	campioni	di	sangue	arterioso	in	
quanto	permette	di	valutare	l’adeguatezza	degli	scambi	respiratori	(assieme	alla	frazione	
di	ossigeno	inspirato,	FiO2,	e	al	gradiente	alveolo-arterioso,	A-a)	e	 l’adeguatezza	del	tra-
sporto	di	ossigeno	(assieme	a	ctHb,	cO2Hb	e	pressione	sanguigna)	nell’inquadramento	cli-
nico	del	soggetto.	Nell’ultimo	periodo,	comunque,	anche	la	valutazione	su	sangue	misto	
(prelevato	dall’arteria	polmonare)	dei	parametri	ossimetrici	sta	assumendo	importanza	in	
quanto	 sembra	 abbiano	 maggior	 correlazione	 con	 il	 reale	 stato	 clinico	 del	 pazien-
te[7][12][14].	
Nell’analisi	di	un	campione	di	 sangue	venoso,	 invece,	 l’interpretazione	del	 livello	di	pO2	
non	 è	 sufficientemente	 attendibile	 da	 un	punto	di	 vista	 clinico	 (in	medicina	 veterinaria	
come	 in	medicina	umana)	ma	potrebbe	essere	di	ausilio	per	 l’individuazione	di	errori	di	
campionamento	(presenza	di	bolle	d’aria,	eccessiva	esposizione	all’aria)	o	di	identificazio-
ne	del	campione	(indicare	come	venoso	un	campione	arterioso)[1][8][9].	
La	pO2	venosa	può	essere	usata	per	determinare	 la	Frazione	di	estrazione	dell’ossigeno	
	 16	
(Oxygen	extraction	ratio	o	OER),	questa	frazione	da	un’idea	dell’adeguatezza	dell’apporto	
di	 ossigeno	 in	 rapporto	 al	 suo	 consumo.	 Il	 campione	migliore	 per	 questa	 valutazione	 è	
quello	misto	 raccolto	 con	un	catetere	a	 livello	di	 arteria	polmonare	o	vicino	all’atrio	dx	
(via	venosa	centrale).	In	generale,	quando	la	pO2	venosa	scende	al	di	sotto	di	30	mmHg,	
può	indicare	un	ridotto	apporto	di	O2	ai	tessuti	e	può	essere	di	utilità	diagnostica	nel	caso	
in	cui	le	condizioni	del	paziente	supportino	questi	rilevamenti[15].	
Pressione	parziale	di	anidride	carbonica	-	pCO2	
La	pressione	parziale	di	anidride	carbonica	(pCO2)	è	la	quota	di	anidride	carbonica	in	fase	
gassosa	in	equilibrio	con	il	sangue.	Essa	riflette	direttamente	l’adeguatezza	della	ventila-
zione	alveolare	in	rapporto	alla	velocità	del	metabolismo	e	viene	utilizzata	per	inquadrare	
la	componente	respiratoria	di	uno	squilibrio	acido-base	oltre	che	per	valutare	 l’efficacia	
degli	scambi	gassosi	polmonari	(insieme	alla	pO2	arteriosa).	Questo	perché,	in	pratica,	la	
concentrazione	di	anidride	carbonica	nel	sangue	dipende	solo	dall’eliminazione	polmona-
re	in	quanto	la	produzione	metabolica	è	considerabile	pressoché	costante	(la	CO2	diffon-
de	rapidamente	attraverso	le	membrane	cellulari),	a	meno	che	non	sia	presente	iperter-
mia	maligna,	e	la	sua	concentrazione	nell’aria	inspirata	è	molto	bassa.	Si	deve	però	ricor-
dare	che	la	pCO2	ottenuta	da	sangue	venoso	è	sempre	3-5	mmHg	più	elevata	rispetto	alla	
pCO2	ottenuta	su	sangue	arterioso	e	che	questo	gap	può	aumentare,	senza	regole	preci-
se,	in	molti	stati	morbosi	(prevalentemente	con	anemia	e	ipovolemia).	Ne	consegue	che	
l’interpretazione	della	pCO2	nella	valutazione	della	ventilazione	alveolare	andrebbe	evita-
ta	 in	 caso	di	emogasanalisi	 su	 sangue	venoso,	 soprattutto	 in	 caso	di	 stati	di	 transizione	
come	un’iperventilazione	acuta	dopo	un	periodo	di	 ipoventilazione,	mentre	resta	un	ot-
timo	marker	del	livello	di	CO2	tissutale	(equilibrio	tra	pCO2	arteriosa,	produzione	metabo-
lica	di	CO2	e	perfusione	tissutale)[3][6][7][15].	
La	misurazione	 della	pCO2	 si	 basa	 su	 elettrodi	 e	membrane	 semipermeabili	 associate	 a	
misurazioni	di	controllo	su	soluzioni	tenometrate.	Negli	analizzatori	da	banco	è	presente	
un	 Elettrodo	 Severinghaus	 per	 anidride	 carbonica.	 La	 quota	 di	 CO2	 viene	misurata	me-
diante	comparazione	con	una	quota	nota	di	CO2	,	che	viene	fornita	da	serbatoi	di	gas	con-
venzionali.	Negli	analizzatori	portatili,	invece,	per	misurare	pH,	pO2	e	pCO2	viene	utilizzata	
una	piccola	cartuccia	sigillata	contenente	un	elettrodo	per	pH,	un	elettrodo	polarografico	
per	O2	 (vedi	pO2)	 ed	un	 elettrodo	per	 CO2;	 quando	 la	 cartuccia	 viene	 sigillata	 la	 CO2	 si	
equilibra,	 nell’aria	 residua,	 con	 del	 bicarbonato	 sempre	 presente	 nella	 cartuccia.	
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All’inserimento	della	 cartuccia	nella	macchina,	 con	 la	 rimozione	del	 sigillo,	 l'elettrodo	si	
calibra	automaticamente	su	quest’aria	bilanciata	considerata	“aria	ambiente”	e	 le	para-
gona	il	valore	ottenuto	dalla	misurazione	del	campione[3][15].	
• Bassi	valori	di	pCO2	(ipocapnia)	indicano	“alcalosi	respiratoria”,	una	condizione	causata	
da	una	maggiore	ventilazione	alveolare,	come	nel	caso	di:	 iperventilazione	(da	paura,	
da	dolore,	psicogena),	trattamento	ventilatorio	artificiale	eccessivo,	compensazione	di	
un’acidosi	metabolica,	conseguenza	di	un’affezione	del	sistema	nervoso	centrale,	con-
seguenza	di	un’ipossia[3][4].	
• Alti	valori	di	pCO2	(ipercapnia)	indicano	“acidosi	respiratoria”,	una	condizione	causata	
da	ipoventilazione	e/o	insufficienza	ventilatoria	conseguenti	a:	arresto	cardiaco,	malat-
tia	polmonare	ostruttiva	cronica,	alterazioni	dell’equilibrio	acido-base	dovute	a	fattori	
metabolici	cronici,	depressione	del	sistema	nervoso	centrale	(sia	primitiva	sia	seconda-
ria	 a	 sedazione	 o	 assunzione	 di	 	analgesici),	 trattamento	 ventilatorio	 impostato	 con	
una	ventilazione	alveolare	 troppo	bassa.	L’acidosi	 si	presenta	perché	 l’aumento	della	
CO2	 determina,	 secondo	 la	 legge	 di	 azione	 di	 massa,	 uno	 spostamento	 a	 sinistra	
dell’equazione	di	equilibrio	dell’acido	carbonico:	H+	+	HCO3-	↔	H2CO3	↔	CO2	+	H2O.	Ne	
consegue	aumento	di	 concentrazione	dell’acido	 carbonico	e,	 quindi,	 di	 idrogenioni	 e	
bicarbonati.	 Il	 rapporto	 tra	 questi	 due	 ultimi	 elementi	 diventa	 1:1	 portando	
all’acidificazione	del	mezzo	acquoso	visto	che	tale	rapporto,	in	condizioni	di	pH	7.4,	è	
di	0.00000167:1	circa[3][4][15].	
Come	già	detto,	la	pCO2	riflette	l’adeguatezza	della	ventilazione	alveolare,	pertanto,	con-
sente	di	effettuare	una	distinzione	tra	problemi	respiratori	dettati	principalmente	da	un	
difetto	di	ventilazione	e	problemi	respiratori	coinvolgenti	 l’ossigenazione.	Sia	 la	severità	
che	la	cronicità	di	un’insufficienza	respiratoria	possono	essere	giudicate	in	base	alle	modi-
ficazioni	concomitanti	nell’equilibrio	acido-base	(vedi	pH)[3][6][7][15].	
L’ipercapnia	e	l’ipocapnia	sono	cause	importanti	di	modificazione	della	pO2	arteriosa.	
Infatti,	una	riduzione	della	pCO2	arteriosa	causa	vasodilatazione	polmonare	e	vasocostri-
zione	a	 livello	di	numerosi	settori	della	circolazione	sistemica,	 in	particolare	del	sistema	
vascolare	cerebrale.	La	pCO2	alveolare	bassa	aumenta	 la	pO2	alveolare	e	 l’alcalosi	causa	
uno	spostamento	a	sinistra	della	curva	di	dissociazione	dell’ossigeno,	entrambi	questi	ef-
fetti	facilitano	l’assunzione	di	ossigeno	da	parte	dei	polmoni	mentre	hanno	conseguenze	
negative	sulla	circolazione	sistemica	e	ostacolano	il	rilascio	di	ossigeno	ai	tessuti.	Pertan-
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to,	 il	 risultato	 finale	 di	 una	 riduzione	 della	 pCO2	 può	 essere	 una	 compromissione	
dell’ossigenazione.	 Sebbene	 la	 vasocostrizione	 sistemica	 venga	 compensata	 nell’arco	 di	
minuti	o	di	ore,	essa	può	causare	un’ipoperfusione	degli	organi,	con	conseguente	 ische-
mia,	soprattutto	a	livello	del	cervello[3].	
Un	aumento	della	pCO2	arteriosa	causa	un’ipossiemia,	poiché	la	pO2	alveolare	si	abbassa	
secondo	 l’equazione	dei	 gas	 alveolari	 e	 per	 vasocostrizione	polmonare.	 Inoltre	 l’acidosi	
respiratoria	 acuta	 porta	 allo	 spostamento	 a	 destra	 della	 curva	 di	 dissociazione	
dell’ossigeno	con	riduzione	della	ctO2	arteriosa.	D’altra	parte,	un	aumento	della	pCO2	può	
comportare	un	aumento	della	gittata	cardiaca	e	una	vasodilatazione	in	vari	settori	(tra	cui	
quello	 cerebrale)	 che,	 in	associazione	allo	 spostamento	a	destra	della	 curva	di	dissocia-
zione,	possono	facilitare	il	rilascio	di	ossigeno	ai	tessuti[3][15].	
Concentrazione	totale	di	emoglobina	–	ctHb	o	tHb	
Quantità	di	emoglobina	effettivamente	presente	nel	sangue.	L’Hb	è	una	proteina	globula-
re	contenete	un	anello	eme	con	un	atomo	di	ferro	che	le	consente	di	trasportare	i	gas,	es-
sa	rappresenta	la	misura	della	capacità	potenziale	del	sangue	di	caricarsi	di	ossigeno[15].	
Nella	 pratica	 clinica	 vengono	utilizzati	 analizzatori	 automatici	 che	 rompono	 gli	 eritrociti	
per	misurarne	il	contenuto	in	Hb	mediante	metodo	colorimetrico	o	fotometrico.	Il	primo	
metodo	si	basa	sul	confronto	tra	colore	del	campione,	una	volta	lisate	le	cellule,	e	colore	
di	soluzioni	a	concentrazioni	note	di	emoglobina;	permette	di	conoscere	solo	la	quota	di	
Hb	ossigenata	a	meno	che	non	venga	aggiunto	uno	 specifico	 colorante	 che	 si	 lega	 solo	
all’Hb	 (es.	 cianuro	 nel	 metodo	 alla	 cianometaemoglobina).	 Il	 metodo	 fotometrico	 (co-
ossimetria),	 invece,	 impiega	fasci	di	 luce	a	diversa	lunghezza	d’onda,	associati	a	specifici	
sensori,	 che	attraversano	una	microcuvette	 (provetta)	contenente	una	quantità	ben	de-
terminata	del	campione	in	analisi;	questo	metodo	consente	di	misurare	tutti	 i	 tipi	di	Hb	
presenti	nel	campione	e	di	ridurre	l‘interferenza	della	torbidità	provocata	da	lipemia,	leu-
cocitosi	e	altre	fonti[5][15].	
L’emogasanalizzatore	sfrutta	il	secondo	metodo	di	misurazione	ed	in	fine	calcola	la	ctHb	
semplicemente	sommando	tutti	i	tipi	di	emoglobina	presenti	nel	campione,	cioè	la	deos-
siemoglobina	 (HHb),	 l’ossiemoglobina	 (O2Hb),	 la	 carbossiemoglobina	 (COHb),	 la	metae-
moglobina	(MetHb)	e	la	sulfoemoglobina	(tipo	di	emoglobina	molto	raro	che	non	traspor-
ta	ossigeno,	generalmente	non	viene	considerata)[3][14].	
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ctHb	=	cO2Hb	+	cHHb	+	cCOHb	+	cMetHb	
Essa	 consente,	 insieme	 alla	 frazione	 di	 emoglobina	 ossigenata	 (FO2Hb,	 cioè	 la	 cO2Hb	
espressa	come	percentuale	della	ctHb)	e	alla	pO2,	di	determinare	la	quantità	di	ossigeno	
effettivamente	trasportata	dal	sangue	arterioso[3].	
• La	 ctHb	 diminuita	 indica	 una	 ridotta	 capacità	 del	 sangue	 di	 trasportare	 l’ossigeno,	
quindi	una	riduzione	del	contenuto	di	ossigeno	nel	sangue	arterioso	(ctO2)	con	rischio	
di	ipossia	tissutale.	Cause	frequenti	di	bassi	valori	di	ctHb	sono	quelle	che	determinano	
anemia:	Forme	primitive	(compromissione	della	produzione	di	globuli	rossi);	Forme	se-
condarie	 (emolisi,	 emorragia,	 diluizione	 o	 iperidratazione,	 prelievi	 di	 sangue	multipli	
soprattutto	nei	neonati).	I	meccanismi	di	compenso	fisiologico	di	una	bassa	concentra-
zione	di	emoglobina	totale	sono	rappresentati	da	un	aumento	della	gittata	cardiaca	e	
da	un	aumento	della	produzione	di	globuli	rossi[3].	
• La	ctHb	aumentata	indica	elevata	viscosità	del	sangue.	Causa	frequente	di	elevati	valori	
di	ctHb	è	la	policitemia	distinguibile	in	Forme	primitive	(policitemia	vera)	e	Forme	se-
condarie	 (deidratazione,	pneumopatia	 cronica,	 cardiopatia	 cronica,	 residenza	ad	alti-
tudini	elevate,	condizione	di	allenamento	atletico).	L’aumento	della	viscosità	ematica	
aumenta	 il	carico	cardiaco	e	può	causare	un’insufficienza	circolatoria	anterograda;	 in	
casi	estremi	può	verificarsi	anche	una	compromissione	del	microcircolo[3].	
• La	 ctHb	normale	 non	 garantisce	 necessariamente	 una	 normale	 capacità	 di	 trasporto	
dell’ossigeno.	In	presenza	di	elevate	concentrazioni	di	emoglobine	anomale,	infatti,	la	
capacità	di	trasporto	effettiva	risulterà	significativamente	ridotta	(vd.	curva	di	dissocia-
zione	dell’ossigeno)[3].	
La	ctHb	dovrebbe	essere	valutata	 insieme	all’Hct	 (meglio	se	ottenuto	con	 la	 tecnica	del	
microematocrito)	e	alle	proteine	totali	per	poter	valutare	correttamente	i	disturbi	ematici	
suddetti	(policitemia,	anemia)[3].	
Saturazione	di	ossigeno	-	sO2	
La	Saturazione	di	ossigeno	del	sangue	(sO2)	è	la	percentuale	di	emoglobina	ossigenata	in	
rapporto	alla	quantità	di	emoglobina	effettivamente	capace	di	trasportare	ossigeno.	Negli	
emogasanalizzatori,	 viene	definita	dal	 rapporto	 tra	 la	 concentrazione	di	ossiemoglobina	
(O2Hb)	e	 la	 somma	delle	 concentrazioni	di	deossiemoglobina	 (HHb)	e	O2Hb,	 secondo	 la	
seguente	formula[3][5]:	
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sO2	=											cO2Hb										.	
cHHb	+	cO2Hb	
Questo	parametro	può	essere	misurato	con	il	Pulsossimetro.	È	uno	strumento	non	invasi-
vo	che	permette	di	conoscere	 la	quota	di	ossiemoglobina	presente	nel	sangue	arterioso	
grazie	all’associazione	di	pletismografia	e	fotometria:	la	prima	consente	allo	strumento	di	
individuare	l’arteria	nel	tessuto	su	cui	è	appoggiato	lo	strumento	grazie	all’individuazione	
dell’attività	pulsatile,	specifica	solo	delle	arterie;	la	seconda	permette	di	misurare	la	per-
centuale	 di	 ossigenazione	 del	 sangue	 arterioso,	 nell’arteria	 individuata,	 misurando	
l’ossiemoglobina	e	 la	deossiemoglobina	presenti	 grazie	alla	 valutazione	del	 livello	di	 as-
sorbimento	 di	 specifiche	 lunghezze	 d’onda	 della	 luce,	 caratteristico	 di	 queste	molecole	
(660	 e	 940	 nm).	 La	 misurazione	 del	 pulsossimetro	 diviene	 inaccurata	 quando	 presenti	
elevate	concentrazioni	di	emoglobine	anomale[5][7][15].	
Negli	emogasanalizzatori	l’sO2	può	essere	sia	calcolato	direttamente,	con	equazioni	simili	
alla	precedente,	che	derivato	dalla	ODC	dopo	misurazione	della	pO2[3][5].	
• sO2	bassa	indica	compromissione	dell’assunzione	di	ossigeno	a	 livello	polmonare	con	
spostamento	 a	 destra	 della	 curva	 di	 dissociazione	 dell’ossigeno,	 elevata	 presenza	 di	
emoglobine	anomale	(MetHb,	SolfoHb,	HbFetale,	…),	sepsi,	 ipossia	citotossica	(es.	av-
velenamento	da	cianuro)[3][7].	
• sO2	 alta	 (normale)	indica	 adeguata	 utilizzazione	 della	 capacità	 effettiva	 di	 trasporto	
dell’O2.	Rischio	potenziale	di	iperossia	(vedi	pO2)[3].	
• sO2	normale	non	garantisce	una	corretta	ossigenazione	ematica	in	quanto	si	può	avere	
una	 riduzione	 del	 contenuto	 di	 ossigeno	 ematico	 in	 caso	 di	 basse	 concentrazioni	 di	
emoglobina	o	presenza	di	emoglobine	anomale.	Quindi,	prima	di	valutare	la	funzionali-
tà	respiratoria	con	la	sO2,	deve	essere	considerata	contemporaneamente	la	ctHb[3].	
Questo	parametro	assume	significato	clinico	quando	misurato	su	campioni	di	sangue	ar-
terioso	(in	associazione	a	pO2	e	ctHb)	o	misto,	prelevato	a	livello	di	arteria	polmonare	(ca-
tetere	venoso	centrale)[7].	
Ematocrito	–	Hct	
È	la	frazione	del	volume	di	sangue	occupata	dai	soli	eritrociti	(senza	leucociti	ne	piastrine).	
Parametro	fondamentale	per	valutare	la	massa	del	sangue,	ha	come	unità	di	misura	il	L/L	
o	la	%[19].	
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Nella	pratica	clinica	può	essere	misurato	direttamente	(mediante	metodica	di	Wintrobe,	
metodica	del	Microematocrito	o	sistema	QBC®	Vet)	o	derivato	mediante	contaglobuli	ad	
impedenza,	a	fascio	laser	o	misti.	Le	metodiche	dirette,	più	attendibili	di	quelle	indirette,	
sono	basate	sulla	 separazione	e	stratificazione	delle	componenti	ematiche	all’interno	di	
una	 struttura	 cilindrica	per	 centrifugazione	e	 successiva	misurazione	dell’altezza	di	ogni	
componente	all’interno	del	cilindro.	In	questi	casi	l’Hct	viene	anche	detto	Packed	cell	vo-
lume	(PCV)	e	lo	si	ottiene	mediante	il	rapporto[4][15]:	
PCV	=	100	x	 Lunghezza	della	colonna	di	eritrociti															.	
Lunghezza	della	colonna	di	eritrociti	+	Buffy	coat	+	Plasma	
Nel	contaglobuli	l’Hct	viene	calcolato	con	la	seguente	formula:	
Hct	=	(MCV	x	nRBC)/10	
di	cui	MCV	(mean	corpuscular	volume)	è	il	volume	corpuscolare	medio	e	nRBC	è	il	numero	
degli	eritrociti[19].	
Negli	 emogasanalizzatori,	 invece,	 viene	 calcolato	 come	 rapporto	 tra	 quantità	 totale	 di	
emoglobina	(tHb	in	g/dL)	e	valore	MCHC	(concentrazione	emoglobinica	corpuscolare	me-
dia,	in	g/dL):	
Hct	=	ctHb	/	MCHC[14]	
Il	valore	dell’MCHC,	di	norma,	non	viene	misurato	ne	calcolato	ma	è	stato	pre-impostato	
nell’analizzatore	 sulla	 base	 dei	 valori	 normali	 disponibili	 in	 letteratura	 per	 la	 specie	 in	
esame	(più	spesso,	come	nel	caso	dell’ABL	735	GLA	XP®,	i	valori	di	riferimento	preimpo-
stati	sono	solo	quelli	della	specie	umana,	in	media:	34%	o	33.2	g/dL)[3][5][14].	
• Una	riduzione	dell’Hct	si	può	presentare,	oltre	che	come	artefatto	da	errata	tecnica	di	
prelievo	(formazione	di	coaguli,	emolisi),	in	condizioni	para-fisiologiche	come	la	gravi-
danza	a	termine.	Le	condizioni	patologiche	che	possono	determinare	riduzione	dell’Hct	
sono:	tutti	i	tipi	di	anemia,	impiego	di	tranquillanti	o	anestetici[19]	
• Un	aumento	dell’Hct	si	può	presentare,	oltre	che	come	artefatto	da	eccessiva	conser-
vazione	del	campione,	in	condizioni	para-fisiologiche	come:	disidratazione,	paura,	ecci-
tazione,	attività	muscolare	 intensa,	altitudine.	Le	condizioni	patologiche	che	possono	
determinare	aumento	dell’Hct	sono:	shock,	eritrocitosi	(vera	o	relativa),	ipertiroidismo,	
somministrazione	di	anabolizzanti	(steroidi,	eritropoietina)[19].	
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1.2.2	-	PARAMETRI	dello	STATO	ACIDO-BASE	
Valore	di	pH		-		pH	
Il	pH	è	la	misura	della	concentrazione	degli	idrogenioni,	[H+],	presenti	in	una	soluzione	ac-
quosa.	Si	ottiene	mediante	 la	 formula	pH	=	-	Log	[H+]	e	permette	di	valutare	 il	 livello	di	
acidità	o	basicità	della	soluzione	acquosa	in	esame	grazie	ad	una	scala	di	valori	(detta	ap-
punto	Scala	del	pH)	che	va	da	0	a	14.	In	pratica	permette	di	misurare	l’attività	degli	H+.	In	
medicina,	il	suo	valore	esprime	il	risultato	del	bilancio	tra	apparato	respiratorio,	sistema	
renale	e	sistema	tampone	del	sangue.	Il	pH	è	uno	dei	parametri	più	strettamente	control-
lati	 dall’organismo	 in	 quanto,	 variazioni	 anche	 minime,	 hanno	 effetti	 notevoli.	 Questo	
perché	gli	idrogenioni	sono	altamente	reattivi	con	le	regioni	anioniche	delle	macromole-
cole,	in	particolar	modo	delle	proteine,	provocandone	cambiamenti	sostanziali	in	confor-
mazione	e	funzione	quando	la	[H+]	arriva	a	modificare	il	pH	anche	solo	di	0,01;	quando	tali	
cambiamenti	interessano	proteine	enzimatiche	ne	conseguono	alterazioni	di	un’infinità	di	
funzioni	cellulari	tra	cui:	attività	cerebrale,	attività	dei	muscoli	scheletrici,	lisci	e	cardiaco	
(contrattilità	miocardica	e	 tono	vasomotorio	 in	particolare),	affinità	dell’emoglobina	per	
l’ossigeno,	 coagulazione,	 infiammazione,	 attività	 digestiva,	metabolismo	 epatico,	 escre-
zione	renale,	...	Così	si	spiega	come	mai	il	pH	di	sangue,	siero	o	plasma	sia	il	primo	para-
metro	da	considerare	nella	valutazione	dell’equilibrio	acido-base	di	un	paziente	(da	la	mi-
sura	dell’acidemia	o	dell’alcalemia)[3][5][7][15].	
La	valutazione	di	un’alterazione	del	pH	deve	essere	correlata	ai	valori	di	pCO2	e	cHCO3-.	La	
pCO2	rispecchia	la	componente	respiratoria	di	una	determinata	alterazione	del	pH,	men-
tre	la	cHCO3-	ne	rispecchia	la	componente	metabolica[3][7][15].	
La	misurazione	del	pH,	in	un	emogasanalizzatore,	si	basa	su	elettrodi	e	membrane	semi-
permeabili	associate	a	misurazioni	di	controllo	su	soluzioni	tenometrate.	L’elettrodo	mi-
sura	 la	differenza	di	potenziale	 che	 si	 genera	 sui	due	 lati	della	membrana	che	 separa	 il	
campione	e	la	specifica	soluzione	di	controllo,	il	programma	confronta	il	valore	ottenuto	a	
specifiche	curve	convertendo	la	differenza	di	potenziale	in	un	valore	di	pH[3][15].	
• Valore	ridotto	di	pH	(acidemia).	
Può	derivare	da	un	disturbo	metabolico	e	prende	il	nome	di	ACIDOSI	METABOLICA.	Le	
cause	possono	essere:	aumentata	formazione	di	acidi	organici	(chetoacidosi	diabetica,	
lattoacidosi),	minore	escrezione	di	ioni	H+	(insufficienza	renale,	insufficienza	circolato-
ria),	maggiore	assorbimento	di	acidi	(avvelenamento	da	Glicole	etilenico,	metaldeide,	
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salicilato),	perdita	di	liquidi	alcalini	dall’organismo	(diarrea),	ipoadrenocorticismo,	iper-
fosfatemia,	somministrazione	di	farmaci	(cloruro	d’ammonio,	aminoacidi	cationici).	Se	
il	 paziente	 respira	 spontaneamente,	 in	 genere	questa	 condizione	 viene	parzialmente	
compensata	mediante	 iperventilazione,	 che	 comportando	una	 riduzione	dei	 valori	 di	
pCO2,	consente	l’allontanamento	di	valenze	acide.	
Oppure	può	essere	legato	ad	un	disturbo	respiratorio	e	prende	il	nome	di	ACIDOSI	RE-
SPIRATORIA.	La	causa	è	la	riduzione	dello	scambio	alveolare	dovuta	a:	ostruzione	delle	
prime	vie	(corpi	estranei,	collasso	tracheale,	malattie	neuromuscolari),	ostruzione	delle	
vie	profonde	(malattia	polmonare	con	restringimento	delle	vie	respiratorie,	enfisema,	
edema	polmonare),	depressione	dei	centri	del	respiro,	disordini	restrittivi	extrapolmo-
nari	(pleuropatie,	versamento	toracico,	lesioni	occupanti	spazio,	malattie	neuromusco-
lari,	 obesità	marcata),	 ventilazione	meccanica	 inefficace.	 Se	 tale	 condizione	 persiste,	
viene	 ridotta	 l’escrezione	 di	 bicarbonato	 da	 parte	 dei	 reni	 in	modo	 da	 compensare,	
parzialmente	o	totalmente,	l’acidosi	mediante	un	aumento	della	concentrazione	di	bi-
carbonato	 nel	 sangue.	Un’acidosi	 respiratoria	 compensata	 è	 caratterizzata	 da	 un	 pH	
solo	 leggermente	 ridotto,	da	una	pCO2	elevata	e	da	un’elevata	 concentrazione	di	bi-
carbonato[3][4][7].	
• Valore	elevato	di	pH	(alcalemia).	
Può	essere	dovuto	ad	un	disturbo	metabolico	e	prende	il	nome	di	ALCALOSI	METABO-
LICA.	Le	cause	possono	essere:	accumulo	di	bicarbonato	nel	plasma	(spesso	iatrogeno	
per	somministrazione	di	fluidi	alcalini),	perdita	di	liquidi	acidi	dall’organismo	(es.	vomi-
to,	 diuretici),	 ipopotassiemia,	 iperaldosteronismo,	 iperadrenocorticismo.	 Nei	 pazienti	
in	respirazione	spontanea,	l’alcalosi	può	essere	compensata	con	una	lieve	diminuzione	
della	ventilazione	alveolare,	che	risulta	in	un	lieve	aumento	della	pCO2.	
Oppure	può	essere	 legato	ad	un	disturbo	 respiratorio	e	prende	 il	 nome	di	ALCALOSI	
RESPIRATORIA.	La	causa	è	 l’iperventilazione	con	eccessiva	eliminazione	polmonare	di	
CO2	 imputabile	 a:	 ventilazione	 meccanica	 (alcalosi	 iatrogena),	 ipossiemia,	 malattia	
polmonare	senza	ipossiemia,	iperventilazione	neurogena,	dolore,	ansia,	paura[3][4][7].	
Prima	di	 trattare	un’acidemia	 associata	 a	problemi	di	 ossigenazione,	 occorre	 valutare	 il	
potenziale	beneficio	dell’acidemia	in	relazione	all’ossigenazione	tissutale,	legato	allo	spo-
stamento	a	destra	della	curva	di	dissociazione	dell’ossigeno[3].	
Per	 la	presenza	di	meccanismi	di	compensazione,	un	valore	di	pH	vicino	alla	norma	non	
esclude	la	presenza	di	uno	squilibrio	acido-base.	Pertanto,	anche	quando	il	pH	è	normale,	
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la	 valutazione	dell’equilibrio	acido-base	deve	 sempre	 comprendere	 i	 valori	di	pCO2	e	di	
cHCO2-	e	quindi	di	AG	e	BE	(o	la	SID)[3][7].	
Concentrazione	totale	di	anidride	carbonica	–	tCO2	
La	 tCO2	 rappresenta	 la	 quantità	 totale	 di	 anidride	 carbonica	misurata	 nel	 campione	 di	
sangue,	sia	libera	(sotto	forma	di	CO2	disciolto,	H2CO3	e	HCO3-),	che	legata	all’emoglobina	
e	ad	altre	proteine	(gruppi	carbaminici).	Viene	espressa	in	mmol/L	o	in	mEq/L[5][15].	
Per	misurare	 la	concentrazione	di	CO2	nel	sangue	si	possono	usare	Sensori	 transcutanei	
(piccoli	elettrodi	di	 forma	circolare	messi	direttamente	a	contatto	con	 la	pelle,	usati	so-
prattutto	in	medicina	umana,	metodo	non	invasivo)	e	la	Capnometria	spettrofotometrica	
(misurazione	nell’infrarosso)[20].	
Negli	emogasanalizzatori,	invece,	la	tCO2	viene	calcolata	secondo	le	formule:	
tCO2	=	HCO3-	+	H2CO3	+	CO2	
tCO2	=	cHCO3-	+	(αCO2	×	pCO2)	
di	cui	αCO2	è	il	coefficiente	di	solubilità	grazie	al	quale	la	CO2	disciolta	nel	plasma	può	es-
sere	calcolata	a	partire	dalla	pCO2	(a	37°C)[5].	
Visto	che	le	concentrazioni	di	CO2,	H2CO3	e	di	tutte	le	altre	forme	che	non	siano	bicarbo-
nato,	sono	estremamente	ridotte	nel	sangue	(di	norma	non	superano	complessivamente	
1	mEq/L),	la	tCO2	può	essere	considerata	una	misurazione	indiretta	della	concentrazione	
di	bicarbonati	nel	campione[4][15].	
Concentrazione	plasmatica	di	Bicarbonato	-	cHCO3-	
Il	bicarbonato	(HCO3-)	è	un	componente	basilare	del	sistema	tampone	del	sangue.	Sue	al-
terazioni	 permettono	 di	 identificare	 i	 disturbi	 metabolici	 dell’equilibrio	 acido-base	 in	
quanto,	insieme	a	cloro	e	proteine,	svolge	un	ruolo	importante	nel	mantenere	la	neutrali-
tà	elettrica	dei	 liquidi	extracellulari	e	 intracellulari.	 I	 livelli	di	HCO3-	vengono	regolati	dai	
reni;	aumentano	in	presenza	di	alcalosi	e	diminuiscono	in	presenza	di	acidosi.	Il	bicarbo-
nato	è	presente	nella	formula	dell’AG[3].	
Questo	parametro	viene	raramente	misurato,	solitamente	si	calcola	a	partire	dalla	tCO2,	
dalla	pCO2	o	dal	pH.	Negli	emogasanalizzatori,	la	concentrazione	di	bicarbonato	viene	cal-
colata,	mediante	modifica	dell’equazione	di	Henderson-Hasselbach,	con	una	delle	seguen-
ti	equazioni:	
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pH	=	-	Log	([HCO3-]	/	[H2CO3])	
HCO3-	=	0,0307	x	pCO2	·	10(pH-6,129)	 mmol/l	
log	cHCO3−			=			pH	+	log	pCO2	-	7.608			=			pH	+	log	(pCO2	×	0.0307)	-	6.095	(a	37°C)[5]	
I	valori	di	pH	e	pCO2	sono	quelli	misurati	dalla	macchina,	in	tal	modo	l’attendibilità	dei	va-
lori	di	bicarbonato	è	molto	alta	in	quanto	può	esistere	solo	un	valore	ottenibile	da	quelle	
singole	misurazioni	di	pH	e	pCO2	secondo	la	Carta	dell’equilibrio	acido-base	di	Siggaard-
Andersen.	Di	conseguenza	è	importante	essere	certi	di	non	aver	generato	errori	preanali-
tici	che,	alterando	le	misurazioni	di	pH	e	pCO2,	rendono	errato	il	calcolo[14][15].	
• Bassi	 livelli	 di	 Bicarbonato	 (cHCO3-)	 si	 osservano	 in	 presenza	 di:	 acidosi	 metabolica,	
compensazione	di	un’alcalosi	respiratoria[3][17].	
• Alti	 livelli	di	Bicarbonato	 (cHCO3-)	possono	essere	dovuti	a:	alcalosi	metabolica,	 com-
pensazione	di	un’acidosi	respiratoria[3][17].	
Il	bicarbonato	deve	essere	sempre	 interpretato	 in	relazione	alla	pCO2	e	al	pH	(Vedi	pH).	
Infatti,	mentre	un’alterazione	dei	bicarbonati	non	causa	cambiamenti	nella	pCO2	perché	
essa	viene	monitorata	e	regolata	dai	chemiocettori	midollari,	le	variazioni	della	pCO2	cau-
sano	 piccoli	 cambiamenti	 nella	 concentrazione	 di	 bicarbonato	 plasmatico	 (circa	 0.15	
mEq/L	per	ogni	mmHg	di	pCO2	sotto	i	40	mmHg	e	0.075	mEq/L	per	ogni	mmHg	sopra	i	40	
mmHg).	Per	annullare	queste	alterazioni	è	 stato	 introdotto	 il	Bicarbonato	 standard,	 ag-
giustamento	matematico	 della	 concentrazione	 di	 bicarbonato	 (normalizza	 la	 cHCO3-	 ad	
una	pCO2	di	40	mmHg)[3][15].	
Gap	Anionico	-	AG	
L’AG	rappresenta	la	differenza	tra	le	concentrazioni	di	anioni	e	cationi	comunemente	mi-
surati.	 È	 sempre	 calcolato	 e	 viene	 più	 comunemente	 espresso	 nella	 seguente	 equazio-
ne[3]:	
AG	=	(Na+	+	K+)	–	(Cl-	+	HCO3-)[14][15]	
AG(K+)	=	cNa+	+	cK+	-	cCl-	-	cHCO3-[3][14]	
L’AG	è	una	misura	indiretta	degli	anioni	plasmatici	non	misurati,	in	quanto,	per	il	principio	
di	 elettroneutralità,	 in	 un	 organismo	 il	 numero	 dei	 cationi	 ed	 il	 numero	 degli	 anioni	 si	
equilibra	 sempre,	 quindi,	 l’eccesso	 di	 cationi	 ottenuto	 dall’equazione	 precedente	 è	 fisi-
camente	 identico	alla	quantità	 totale	di	 anioni	non	misurati.	 In	 condizioni	 fisiologiche	 il	
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gap	 è	 costituito	 prevalentemente	 dalle	 proteine	 plasmatiche,	 in	 particolar	 modo	
dall’albumina,	dai	lattati,	dai	fosfati	e	dai	solfati	(il	parametro	può	essere	influenzato	an-
che	da	variazioni	plasmatiche	di	Ca2+	e	Mg2+)[3][15].	
Una	diminuzione	dell’AG	può	essere	causata	da:	ipoproteinemia	(nella	maggior	parte	dei	
casi),	iponatriemia,	aumento	dei	cationi	non	misurati[3].	
L’aumento	 dell’AG	 viene	 utilizzato	 nella	 diagnosi	 differenziale	 dell’acidosi	metabolica	 e	
nella	 caratterizzazione	 dei	 disordini	 misti.	 Grazie	 all’AG,	 infatti,	 le	 acidosi	 metaboliche	
possono	essere	classificate	in	due	gruppi:	
1. Quelle	con	aumento	dell’AG	causate	da	un	aumento	di	acidi	organici	(lattico,	chetoni	e	
acidi	uremici	quali	BUN	e	creatinina)	o	di	tossici	(acido	salicilico	dal	salicilato,	acido	gli-
colico	dal	glicole	etilenico,	acido	formico	dal	metanolo),	dette	acidosi	metaboliche	da	
titolazione:	lattoacidosi,	chetoacidosi,	intossicazione	da	salicilato/metanolo/glicole	eti-
lenico,	insufficienza	renale,	iperalbuminemia.	Vengono	anche	dette	acidosi	normoclo-
remiche[3][7][15][21].	
2. Quelle	con	AG	normale	causate	dalla	perdita	di	bicarbonato,	dette	acidosi	metaboliche	
secretive:	 diarrea,	 acidosi	 uremica	 acuta,	 acidosi	 tubulare	 renale,	 ureterosigmoido-
stomia.	Vengono	anche	dette	acidosi	 ipercloremiche.	Va	 fatta	particolare	attenzione,	
però,	ai	disordini	misti	 in	cui	 le	varie	componenti	dei	disordini	possono	generare	una	
sorta	di	compensazione	che	rende	l’AG	normale	anche	in	presenza	di	elevate	concen-
trazioni	di	acidi	liberi[3][7][15][21].	
Per	 rendere	più	accurato	 il	 calcolo	dell’AG	è	possibile	aggiungere	alla	precedente	equa-
zione	tutti	gli	anioni	che	un	qualunque	analizzatore	POC	può	fornire:	
AG	=	(Na+	+	K+	+	effetto	del	Ca2+	+	effetto	del	Mg2+)	–	(Cl-	+	HCO3-	+	Lattati	+	effetto	
dell’Albumina	+	effetto	dei	Fosfati)[15]	
L’intervallo	di	normalità	in	questo	caso	è	0-4	mEq/L.	Con	questa	correzione	è	più	semplice	
individuare	la	causa	dell’acidosi[15].	
Eccesso/Deficit	di	basi	-	cBase	
Il	cBase	o	BE	è	la	concentrazione	di	basi	titolabili	quando	il	sangue	viene	titolato	con	una	
base	o	un	acido	forte	a	un	pH	di	7.40,	in	condizioni	di	pCO2	di	40	mmHg	(5,3	kPa),	tempe-
ratura	di	37°C	e	saturazione	di	ossigeno	effettiva.	Viene	espresso	in	mmol/L[3].	
Viene	considerato	l'indice	più	accurato	del	contributo	metabolico	ad	uno	squilibrio	acido	
	 27	
base	perché	permette	di	 stimare	 l'impatto	quantitativo	di	 tutte	 le	basi	 tampone	 (Buffer	
base)	nel	sangue	 intero.	Le	basi	 tampone	rappresentano	 la	capacità	tampone	totale	del	
sangue	e	comprendono	il	bicarbonato,	l’emoglobina,	le	proteine	plasmatiche	e	il	fosfato	
(oltre	a	sistemi	tampone	intracellulari	e	ossei).	Il	livello	normale	di	basi	tampone	totali	è	
di	48	±2	mmol/L[3][15].	
In	base	al	valore	ottenuto	si	può	parlare	di	deficit	di	basi	in	caso	di	cBase	ridotto	che	indi-
ca	acidosi	metabolica	e	di	eccesso	di	base	in	caso	di	cBase	aumentato	che	indica	alcalosi	
metabolica	 (va	 ricordato	 che	 il	 cBase	 normale	 è	 spesso	 già	 negativo);	 la	 valutazione	 di	
questo	parametro	fa	parte	del	“Base	excess	approach”	insieme	alla	cCl-.	L’espressione	“di-
fetto	 di	 basi”	 viene	 generalmente	 sostituita	 dal	 termine	 “eccesso	 di	 basi	 negativo”,	 in	
questi	casi	è	anche	possibile	che	 il	cBase	venga	espresso	con	gli	acronimi	SBE	(Standard	
Base	Excess)	e	BEecf	(Base	Excess	of	extracellular	fluid)	in	cui	“standard”	ed	“ECF”	indicano	
l’uso	della	Buffer	curve	in	vivo	realizzata	sperimentalmente[5][7][15].	
Negli	emogasanalizzatori,	 l’eccesso/deficit	di	basi	viene	calcolato	con	una	delle	seguenti	
equazioni:		
BEecf	=	0,93	x	[14,83	x	(pH	–7,40)	–	24,4	+	cHCO3–][3]	
SBE	=	(1	-	0.023	x	tHb)	x	[cHCO3-	-	24.4	+	(2.33	x	tHb	+	7.7)	x	(pH	-	7.40)][4]	
BEecf	=	cHCO3-	-	cHCO3-(st)	+	βecf	(pH	–	pH(st))[5]	
BE(B)	=	(1	-	0.014	x	tHb)	x	[cHCO3-	-	24.8	+	(1.43	x	tHb	+	7.7)	x	(pH	-	7.40)][5]	
con	(st)	=	standard;	βecf	=	valore	apparente	dei	buffer	che	non	sono	bicarbonato	nel	liqui-
do	extracellulare,	valore	derivato	da	bicarbonati	e	pH.	Variazioni	del	cBase	devono	sem-
pre	essere	interpretate	in	relazione	a	pCO2	e	pH	(vedi	pH)
[3].	
Il	cBase,	insieme	a	cHCO3-	e	ctCO2,	può	essere	calcolato	manualmente	mediante	la	Carta	
dell’equilibrio	acido-base	di	Siggaard-Andersen[15].	
1.2.3	-	PARAMETRI	degli	ELETTROLITI	
Concentrazione	plasmatica	di	Sodio	-	cNa+	
Il	sodio	è	il	principale	catione	extracellulare.	Le	sue	funzioni	primarie	nell’organismo	sono	
la	trasmissione	degli	impulsi	nervosi,	il	mantenimento	chimico	della	pressione	osmotica	(è	
basilare	nel	determinare	 la	distribuzione	dell’acqua	nell’organismo)	e	dell’equilibrio	aci-
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do-base.	 A	 livello	 di	 membrana	 cellulare,	 l’Na+	 agisce	 creando	 un	 potenziale	 elettrico,	
mantenendo	così	 la	 trasmissione	degli	 impulsi	nervosi	e	 l’eccitabilità	neuromuscolare.	 Il	
sodio	 partecipa,	 in	 veste	 di	 co-fattore,	 ad	 alcune	 reazioni	 enzimatiche	 cataboliche.	
L’organismo	tende	a	mantenere	inalterato	il	contenuto	totale	di	basi	e,	anche	in	presenza	
di	una	patologia,	se	ne	riscontrano	solo	lievi	variazioni[4][15].	
Il	sodio	può	essere	misurato	con	Fotometria	a	fiamma	(FF),	Spettrofotometria	enzimatica	
(ES)	e	Potenziometria	 con	elettrodi	 ione-selettivi	 (ISE).	 La	 FF	è	 stata	per	 lungo	 tempo	 il	
gold	standard	per	la	misurazione	degli	ioni,	oggi	viene	gradualmente	abbandonata	perché	
poco	pratica	 in	un	 laboratorio	POC	ed	estremamente	soggetta	ad	alterazioni	 legate	a	 li-
pemia,	emolisi,	 iperproteinemia,	 iperbilirubinemia.	 La	ES	è,	 invece,	 sensibile	a	 campioni	
uremici	con	alterazione	di	bicarbonato	e	potassio,	per	ovviare	al	problema	la	maggior	par-
te	degli	strumenti	sono	dotati	di	filtri	appositi.	La	ISE,	ad	oggi,	è	divenuta	il	gold	standard	
per	la	misura	degli	elettroliti	anche	se	estremamente	sensibile	a	lipemia,	emolisi,	iperpro-
teinemia.	Essa	si	basa	sull’analisi	matematica	della	differenza	di	potenziale	che	si	crea	tra	
il	campione	ed	una	soluzione	nota,	separate	da	una	membrana	permeabile	solo	per	lo	io-
ne	in	esame;	la	differenza	di	potenziale	è	provocata	alla	diversa	concentrazione	dello	ione	
nelle	 due	 soluzioni.	 L’algoritmo	 preimpostato	 nell’analizzatore	 compara	 la	 differenza	 di	
potenziale	misurata	con	una	curva	di	calibrazione	sperimentalmente	derivata	da	soluzioni	
note	a	differenti	concentrazioni	ioniche[15].	
Il	substrato	migliore	per	l’esecuzione	del	test	con	queste	metodiche	sarebbe	il	siero	per-
ché	 il	 sangue	 intero	 può	 generare	 numerosi	 artefatti,	 soprattutto	 in	 caso	 di	 ritardo	
nell’esecuzione	dell’analisi	e	di	formazione	di	coaguli[15].	
• Bassi	 valori	 di	 sodio	 (iponatriemia)	 indicano	 un	 eccesso	 di	 acqua	 all’interno	
dell’organismo,	una	perdita	di	acqua	e	sali	sbilanciata	con	maggiore	perdita	di	sali,	un	
ridotto	valore	del	sodio	totale	e	basta.	Le	cause	possono	essere:	terapie	fluidiche	ipo-
smotiche,	presenza	di	molecole	osmoticamente	attive	che	richiamano	acqua	nel	terzo	
spazio	 (iperglicemia	diabetica	e	somministrazione	di	mannitolo),	diluizione	dovuta	ad	
edema	e/o	 intossicazione	da	acqua	per	anomala	attivazione	del	 centro	della	 sete	 (in	
caso	di	insufficienza	cardiaca	congestizia,	insufficienza	epatica,	ipotiroidismo,	peritoni-
te,	 uroaddome,	 mixedema),	 sindrome	 da	 inappropriata	 secrezione	 di	 ADH	 (SIADH),	
vomito,	diarrea,	ustioni	gravi,	iperlipidemia,	iperproteinemia,	nefropatia	con	perdita	di	
NaCl	 (sindrome	nefrosica),	acidosi	metabolica,	 insufficienza	adrenocorticale	 (ipoadre-
nocorticismo,	iperplasia	surrenale	congenita),	basso	consumo	di	sodio,	farmaci	(sovra-
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dosaggio	di	diuretici,	FANS,	ciclofosfamide,	vincristina).	Se	presente	edema	localizzato	
nella	sede	di	prelievo	si	possono	riscontrare	valori	falsamente	bassi	di	cNa+[3][4][12][15][17].	
• Elevati	valori	di	sodio	(ipernatriemia)	possono	essere	associati	a	perdita	d’acqua	senza	
o	con	scarsa	perdita	di	sali	come	in	caso	di:	profusa	sudorazione,	iperpnea	prolungata,	
ipertermia,	vomito	o	diarrea	gravi,	ustioni	gravi,	diabete	insipido,	diabete	mellito	e	aci-
dosi	 diabetica	 (chetonuria),	 aumento	 della	 ritenzione	 renale	 di	 sodio	 o	 incapacità	 di	
trattenere	 acqua	 (legate	 a	 iperaldosteronismo,	 iperadrenocorticismo,	 ipertiroidismo,	
epatopatie	gravi,	 insufficienza	 renale,	 terapia	 con:	 steroidi,	 gentamicina,	 anfotericina	
B,	metossifluorano	 e	 alcaloidi	 della	 vinca),	 consumo	 idrico	 non	 adeguato	 a	 causa	 di	
coma	o	malattie	ipotalamiche,	disidratazione	o	terapia	salina	eccessiva	(bicarbonato	di	
sodio),	somministrazione	di	mannitolo,	diuresi	post-ostruttiva[4][12][15][17].	
Sia	l’ipernatriemia	che	l’iponatriemia	risultano	particolarmente	pericolose	quando	avven-
gono	repentinamente	in	quanto	provocano	danni	gravi	a	livello	del	sistema	nervoso	cen-
trale	(emorragie	e	morte	cellulare	per	disidratazione	nell’ipernatriemia,	sovraidratazione	
nell’iponatriemia)	che	non	ha	il	tempo	di	attivare	i	suoi	sistemi	di	difesa.	Quindi,	appare	
evidente	come	la	presenza	di	un	analizzatore	POC	nei	reparti	di	pronto	soccorso	e	terapia	
intensiva,	 che	permetta	di	 conoscere	 in	brevissimo	 tempo	 la	 concentrazione	ematica	di	
Na+,	sia	fondamentale	per	poter	fronteggiare	e/o	limitare	le	conseguenze	di	una	qualun-
que	alterazione	di	tale	parametro.	Vale	lo	stesso	per	gli	altri	elettroliti[15].	
Concentrazione	plasmatica	di	Potassio	-	cK+	
Il	 potassio	è	 il	 principale	 catione	 intracellulare	e	 funge	da	 tampone	primario	all’interno	
delle	cellule.	Il	90%	è	sito	all’interno	delle	cellule	quindi	la	sua	misurazione	nel	sangue	è	
un	 indice	 indiretto	 dalla	 sua	 reale	 concentrazione	 nell’organismo,	 inoltre	 un	 eventuale	
danneggiamento	delle	 cellule	può	determinare	 il	 rilasciano	di	elevate	quantità	di	K+	nel	
sangue	(fattore	da	considerare	come	errore	preanalitico	in	caso	di	emolisi)[4][15].	
Grazie	 all’elevato	 gradiente	 transmembrana,	 il	 potassio	 svolge	 un	 ruolo	 fondamentale	
nella	 conduzione	 nervosa	 e	 nella	 contrattilità	 muscolare,	 contribuisce	 a	 mantenere	
l’equilibrio	acido-base	e	la	pressione	osmotica[4][15].	
La	sua	concentrazione	ematica	dipende	dal	bilancio	tra	assunzione	alimentare,	perdita	nel	
tratto	gastro-enterico,	eliminazione	renale	e	shift	transcellulare	(legato	all’azione	insulini-
ca	e	ad	eventuali	disordini	acido-base)[15].	
Il	potassio	può	essere	misurato	con	Fotometria	a	fiamma	(FF),	Spettrofotometria	enzima-
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tica	(ES)	e	Potenziometria	con	elettrodi	ione-selettivi	(ISE)	(vedi	Sodio)[15].	
• Bassi	livelli	di	potassio	(ipokaliemia)	indicano	una	perdita	eccessiva	dello	ione	causata	
da:	 ipotermia,	diarrea,	vomito,	consumo	inadeguato	di	potassio,	assorbimento	inade-
guato,	ustioni	gravi,	Iperaldosteronismo,	iperadrenocorticismo,	diabete	mellito,	ecces-
so	di	mineralcorticoidi,	perdita	renale	(per	insufficienza	renale	cronica,	acidosi	tubulare	
renale,	diuresi	osmotica	o	post-ostruttiva,	somministrazione	di	farmaci	come	diuretici,	
steroidi,	β-agonisti),	 alcalosi	 respiratoria	o	metabolica	 con	 shift	 intracellulare	del	po-
tassio	ematico,	 iperinsulinemia,	 ipomagnesiemia,	 farmaci	 (anfotericina	B,	catecolami-
ne,	terbutalina,	somministrazione	di	glucosio)[4][12][15][17].	
• Elevati	 livelli	 di	 potassio	 (iperkaliemia)	 si	 registrano	 in	 presenza	 di:	 ipoadrenocortici-
smo,	 ipoaldosteronismo	 iporeninemico,	 anemia,	 oliguria	 (ostruzione	urinaria,	 rottura	
della	vescica,	insufficienza	renale	acuta	o	terminale	causata	da	nefrite	o	shock,	acidosi	
tubolare	renale	con	scambio	K+/H+	ed	emolisi),	acidosi	respiratoria,	acidosi	da	sostanze	
tossiche	 (salicilato,	metanolo,...),	 necrosi	 cellulare	massiva	 (sindrome	 litica	 tumorale,	
rabdomiolisi,	incidenti,	ustioni),	farmaci	e	tossici	(terapie	con	ACE-inibitori	come	Bena-
zepril	 o	 Enalapril,	 FANS,	 β-bloccanti,	 glicosidi	 cardiaci,	 salbutamolo,	 spironolattone,	
succinilcolina,	trilostano,	soluzioni	di	potassio,	glicole	etilenico).	In	corso	di	ipoadreno-
corticismo,	patologia	gastro-intestinale	(ulcera	duodenale	perforata,	salmonellosi,	 tri-
churiasi),	patologia	renale,	gravidanza,	versamenti	cavitari	e	malattie	cardiache	è	pos-
sibile	riscontrare	iperkaliemia	associata	ad	alterazione	del	rapporto	Na/K	per	il	ridotto	
apporto	sanguigno	al	rene,	con	conseguente	ritenzione	di	liquidi,	iponatriemia	e	riten-
zione	 di	 potassio.	 È	 possibile	 riscontrare	 una	 pseudo-iperkaliemia	 in	 caso	 di	 emolisi,	
leucocitosi,	trombocitosi	e	in	razze	giapponesi	come	Akita	e	Shiba-Inu	(i	loro	eritrociti	
“perdono”	potassio)[3][4][12][15][17].	
Livelli	 di	 potassio	 elevati	 o	 ridotti	 provocano	 variazioni	 nella	 conduttività	 elettrica	
dell’organismo	con	conseguenti	irritabilità	muscolare,	alterazioni	della	funzione	respirato-
ria	e	del	miocardio.	Ne	derivano	progressiva	paralisi	e	fibrillazioni	cardiache	che	possono	
esitare	nella	morte	del	soggetto	per	arresto	cardiaco	se	non	identificate	e	trattate	preco-
cemente	(anche	con	emodialisi	se	necessario)[4][15].	
Concentrazione	plasmatica	di	Cloro	-	cCl-	
Il	 cloro	 è	 un	 anione	 presente	 principalmente	 negli	 spazi	 extracellulari	 e	 mantiene	
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l’integrità	cellulare	regolando	l’equilibrio	idrico	e	la	pressione	osmotica,	questo	assieme	al	
sodio	a	cui	è	strettamente	connesso.	Svolge	anche	un’azione	importante	nel	monitorag-
gio	dell’equilibrio	acido-base[4][15].	
Il	cloro	può	essere	misurato	con	Fotometria	a	fiamma	(FF),	Spettrofotometria	enzimatica	
(ES),	Potenziometria	con	elettrodi	ione-selettivi	(ISE)	(vedi	sodio)[21].	
• Valori	bassi	di	Cl-	 (ipocloremia)	si	possono	avere	 in	caso	di:	esercizio	 intenso,	alcalosi	
metabolica,	acidosi	respiratoria	cronica,	vomito	e	diarrea	gravi,	colite	ulcerativa,	ostru-
zione	 pilorica,	 bruciature	 gravi,	 colpo	 di	 calore,	 acidosi	 diabetica,	 Iperadrenocortici-
smo,	febbre,	infezioni	acute	come	polmonite,	farmaci	(glucocorticoidi,	diuretici	tiazidici	
o	d’ansa	che	ne	bloccano	il	riassorbimento	renale,	somministrazione	di	bicarbonato	di	
sodio)[4][12][15][17].	
• Valori	elevati	di	Cl-	(ipercloremia)	si	possono	avere	in	caso	di:	acidosi	metabolica	(con	
associata	 riduzione	 della	 concentrazione	 di	 bicarbonato),	 iperlipemia,	 disidratazione,	
diarrea,	patologia	renale	(acidosi	tubulare	renale,	insufficienza	renale),	diabete	mellito,	
sindrome	di	Fanconi,	iperaldosteronismo,	ipoadrenocorticismo,	iperventilazione	(alca-
losi	 respiratoria	 cronica),	 eclampsia,	 anemia,	 scompenso	 cardiaco,	 farmaci	 e	 tossici	
(bromuro	 di	 potassio,	 acetazolamide,	 spironolattone,	 nutrizione	 parenterale,	 cloruro	
d’ammonio	e	altri	acidificanti	urinari,	avvelenamento	da	sale,	somministrazione	di	flui-
di	ricchi	di	Cl-).	In	caso	di	acidosi	metabolica	legata	ad	aumento	di	altri	anioni	(es.	Lat-
tati)	il	valore	del	Cl-	resta	inalterato[4][12][15][17].	
Vista	l’influenza	che	la	concentrazione	di	sodio	esercita	su	quella	del	cloro,	è	possibile	cor-
reggere	il	valore	del	Cl-	misurato	applicando	manualmente	la	seguente	equazione:	
Cl-corretto			=			cCl-misurato	×	(cNa+normale/cNa+misurato)			=			(	cCl-misurato	×	(146/cNa+)[12][15]		
Nella	maggior	parte	dei	casi	 il	 cloro,	considerato	come	parametro	 isolato,	ha	scarsa	 im-
portanza.	 Tuttavia,	 bassi	 valori	 di	 cloremia	 possono	 causare	 spasmi	muscolari,	 apatia	 e	
anoressia.	La	vera	importanza	di	questo	anione,	per	l’emogasanalisi,	sta	nel	fatto	che	vie-
ne	utilizzato	per	calcolare	l’Anion	gap[3].	
La	sua	concentrazione	plasmatica	varia	di	3-4	mEq/L	tra	campioni	di	sangue	venoso	e	ar-
terioso,	perché	influenzata	dalle	concentrazioni	di	O2	e	CO2.	Quando	la	quota	di	O2	è	ele-
vata	e	quella	di	CO2	è	 ridotta,	 il	Cl-	 tende	ad	uscire	dagli	eritrociti,	 viceversa,	quando	 la	
quota	di	O2	è	ridotta	e	quella	di	CO2	è	elevata	tende	a	rientrarvi.	Questo	fenomeno	può	
presentarsi	anche	in	caso	di	esposizione	più	o	meno	prolungata	all’aria	ambiente[15].	
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Concentrazione	plasmatica	del	Calcio	ionizzato	-	cCa2+	
Nel	sangue,	 il	calcio	si	distribuisce	sotto	forma	di	 ioni	di	calcio	 liberi	(50%),	calcio	 legato	
alle	proteine	(principalmente	all’albumina	-	40%)	e	calcio	 legato	ad	anioni	 (bicarbonato,	
citrato,	fosfato	e	lattato	-	10%),	tuttavia,	il	corpo	utilizza	solo	il	calcio	ionizzato	libero	per	
lo	 svolgimento	di	 processi	 vitali	 quali	 la	 contrazione	muscolare,	 la	 funzione	 cardiaca,	 la	
trasmissione	degli	impulsi	nervosi	e	la	coagulazione	del	sangue.	È	stato	dimostrato	che	la	
misurazione	del	Ca2+	è	la	più	corretta	per	l’identificazione	dei	disturbi	della	calcemia	(so-
prattutto	in	corso	di	pancreatite	e	 iperparatiroidismo)	perché	non	condizionata	dal	qua-
dro	proteico	del	soggetto.	La	misurazione	del	calcio	totale	(comprende	tutte	e	tre	le	for-
me	suddette),	invece,	è	strettamente	influenzata	dalla	concentrazione	dell’albumina	pla-
smatica	che	può	determinare	false	ipo	o	ipercalcemie.	Nemmeno	le	equazioni	finora	stu-
diate	per	l’aggiustamento	del	calcio	totale	in	base	alla	concentrazione	di	albumina	si	sono	
dimostrate	veramente	correlabili	alla	concentrazione	del	calcio	ione[4][15][22].	
Il	Calcio	ionizzato	viene	misurato	prevalentemente	mediante	Potenziometria	con	elettro-
di	 ione	 selettivi	 (vedi	 sodio).	 Esistono	anche	 cartucce	monouso	 impregnate	 con	un	bio-
sensore	specifico	ma	sottostimano	la	misurazione	fino	a	26	mmol/L[12].	
• Bassi	livelli	di	calcio	(ipocalcemia)	possono	essere	riscontrati	in	presenza	di:	eclampsia,	
ipoparatiroidismo,	pancreatite	acuta,	 insufficienza	 renale,	chetoacidosi	diabetica,	 sin-
drome	 da	malassorbimento,	 sindrome	 da	 lisi	 tumorale,	 ipomagnesiemia,	 sepsi,	 SIRS	
(systemic	 inflammatory	 response	 syndrome),	 insufficienza	 circolatoria	 acuta,	 alcalosi,	
carenza	di	vitamina	D,	intossicazione	da	glicole	etilenico,	paratiroidectomia,	sommini-
strazione	di	soluzioni	di	bicarbonato,	fosfato	o	furosemide,	trasfusioni	multiple	(gli	an-
ticoagulanti	usati	chelano	il	calcio)[4][12][14][15].	
• Elevati	livelli	di	calcio	(ipercalcemia)	si	riscontrano	in	presenza	di:	diversi	tipi	di	neopla-
sie	maligne	(soprattutto	linfoma,	mastocitoma,	carcinoma	dei	sacchi	anali),	insufficien-
za	 renale,	 iperparatiroidismo,	 ipoadrenocorticismo,	 tireotossicosi,	pancreatite,	 immo-
bilizzazione,	 ipervitaminosi	D,	patologie	granulomatose	 sistemiche,	 intossicazioni	 (ro-
denticidi,	 creme	 a	 base	 di	 calcipotriolo	 o	 calcipotriene,	 ingestione	 di	 gelsomino).	
L’ipercalcemia	insorge	comunemente	nei	pazienti	critici	con	anomalie	nella	regolazio-
ne	dell’equilibrio	acido-base	(acidosi)	e	perdita	di	proteine	e	albumina[4][12][15].	
Nella	pratica	clinica	è	più	importante	individuare	una	carenza	di	calcio,	rispetto	ad	un	su	
eccesso,	in	quanto	può	mettere	a	rischio	la	vita	del	paziente	generando	grave	ipotensione	
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e	arresto	cardio-polmonare[15].	
La	concentrazione	del	Ca2+	è	strettamente	influenzata	dal	pH	del	campione	perché	il	cal-
cio	 compete	 direttamente	 con	 gli	 idrogenioni	 per	 il	 legame	 ai	 siti	 attivi	 delle	 proteine.	
Come	 il	 pH	 scende,	 diminuisce	 la	 quota	 di	 calcio	 legato	 alle	 proteine	 con	 conseguente	
aumento	della	concentrazione	di	calcio	ionizzato	nel	campione;	questo	avviene	sia	in	vivo,	
in	soggetti	acidosici,	che	in	vitro	in	caso	di	conservazione	prolungata	del	campione	(glico-
lisi	anaerobica	degli	eritrociti).	Allo	stesso	modo,	un	aumento	del	pH	determina	una	ridu-
zione	del	Calcio	ionizzato	sia	in	caso	di	alcalosi	sistemica	che	quando	il	campione	resta	a	
lungo	in	contatto	con	l’aria	ambiente	perdendo	CO2	(0.036	mmol/L	per	ogni	aumento	del	
pH	di	0.1).	Di	conseguenza,	essendo	difficile	raccogliere	il	campione	in	totale	anaerobiosi,	
è	 bene	 eseguire	 l’analisi	 il	 più	 rapidamente	 possibile	 onde	 evitare	 variazioni	 legate	
all’errore	preanalitico.	 In	alcuni	analizzatori	 il	problema	è	 stato	aggirato	mediante	algo-
ritmi	matematici	che	correggendo	i	valori	del	Ca2+	ad	un	pH	di	7,4,	tale	correlazione	si	è	
dimostrata	buona	in	medicina	umana	ma	non	è	ancora	stata	validata	in	medicina	veteri-
naria	per	molti	analizzatori[5][15][22].	
1.2.4	-	PARAMETRI	dei	METABOLITI	
Concentrazione	plasmatica	di	Glucosio	-	cGlu	
Il	glucosio	rappresenta	la	fonte	primaria	di	energia	per	l’organismo,	infatti,	cervello	ed	eri-
trociti	dipendono	totalmente	da	esso	per	soddisfare	i	propri	fabbisogni	energetici.	Di	con-
seguenza	la	concentrazione	di	glucosio	nel	sangue	svolge	un	ruolo	centrale	nel	metaboli-
smo	energetico	ed	il	suo	mantenimento	è	essenziale	per	la	sopravvivenza.	La	sua	concen-
trazione	nel	sangue	dipende	dall’equilibrio	tra	consumo,	assunzione	con	la	dieta	e	assor-
bimento	intestinale	oltre	che	dalla	sintesi	all’interno	dell’organismo[4].	
Gli	elettrodi	per	Glucosio	si	basano	su	membrane	multistrato	di	separazione	dal	campione	
contenenti	enzimi;	questi	ultimi	favoriscono	l’ossidazione	del	glucosio	con	la	formazione	
di	acqua	ossigenata	che,	 riducendosi	all’anodo	degli	elettrodi,	genera	una	corrente	pro-
porzionale	al	contenuto	del	metabolita[3].	
• Livelli	ridotti	di	Glucosio	(Ipoglicemia)	 inducono	una	condizione	medica	acuta	caratte-
rizzata	da	diversi	segni	e	sintomi	specifici	 tra	cui,	 i	più	gravi,	sono	 i	segni	neurologici.	
L’ipoglicemia	 può	 essere	 causata	 da	 policitemia,	 sepsi,	 insufficienza	 renale,	 disordini	
autoimmunitari,	deficit	di	 substrato	 (malattie	congenite),	 ipoadrenocorticismo,	 ipopi-
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tuitarismo,	 insufficienza	epatica	(cirrosi,	necrosi,	shunt	porto-sistemico,	neoplasie),	 li-
velli	eccessivi	di	alcuni	farmaci	o	tossine	tra	i	quali:	insulina	(overdose	iatrogena,	insu-
linoma),	 ipoglicemizzanti	orali,	 steroidi	 anabolizzanti,	 etanolo,	 salicilato,	propanololo,	
sulfonilurea,	xilitolo,	glicole	etilenico[4][17].	
• Livelli	elevati	di	Glucosio	(Iperglicemia)	possono	essere	causati	da	diversi	fattori	tra	cui	
il	più	rilevante	è	 il	diabete	mellito,	sindrome	da	 iperglicemia	cronica	causata	da	defi-
cienza	di	 insulina	assoluta	o	 relativa	 (per	 ridotta	 risposta	dei	 tessuti)	o	entrambe.	 Le	
cause	non	diabetiche	di	iperglicemia	possono	essere:	postprandiali	(soggetto	non	a	di-
giuno	al	momento	dell’analisi),	da	stress	(di	tipo	fisico	e	psicogeno,	che	induce	eccessi-
va	secrezione	di	cortisolo	e	catecolammine),	iatrogene	(prelievo	di	sangue	dallo	stesso	
arto	 nel	 quale	 viene	 infusa	 una	 soluzione	 contenente	 glucosio),	 endocrine	 non	 pan-
creatiche	(acromegalia,	 iperadrenocorticismo,	feocromocitoma),	da	disordini	del	pan-
creas	esocrino	(pancreatite),	farmacologiche	e	tossiche	(glucocorticoidi,	idroclorotiazi-
de,	estrogeni,	progestinici,	diuretici	tiazidici,	xilazina,	veleno	di	serpente)[4][5][17].	
La	glicemia	deve	essere	misurata	al	più	presto	dopo	l’effettuazione	del	prelievo	di	sangue,	
al	fine	di	evitare	che	i	processi	metabolici	nel	campione	causino	falsi	valori.	In	molti	ana-
lizzatori,	numerose	sostanze	sia	endogene	che	esogene	possono	interferire	con	la	misura-
zione	della	glicemia.	Viceversa,	la	misurazione	effettuata	impiegando	l’elettrodo	per	glu-
cosio	dell’emogasanalizzatore	non	subisce	interferenze	da	parte	di	altre	sostanze	ossida-
bili	comunemente	presenti[3].	
Concentrazione	plasmatica	di	Lattato	-	cLat	
Il	Lattato	si	forma	principalmente	come	prodotto	finale	della	glicolisi	anaerobica	cellulare,	
anche	 se	 piccole	 quantità	 vengono	 prodotte	 durante	 il	 metabolismo	 aerobico[23].	
L’orientamento	del	metabolismo	cellulare	verso	la	glicolisi	anaerobica	e	la	produzione	di	
Lattato	è	correlato	ad	un	inadeguato	apporto	di	ossigeno,	pertanto,	il	lattato	può	essere	
considerato	un	marcatore	dello	squilibrio	critico	tra	la	domanda	di	ossigeno	da	parte	dei	
tessuti	e	l’apporto	ematico	di	tale	gas.	Però	non	è	un	indicatore	specifico	della	disponibili-
tà	 di	 ossigeno	 arterioso	 ma	 è	 un	 elemento	 di	 monitoraggio	 dell’adeguatezza	
dell’ossigenazione	tissutale[3].	
In	condizioni	di	normale	smaltimento	(epatico	e	renale),	il	lattato	ha	emivita	breve,	mino-
re	di	un’ora,	ne	consegue	che	il	riscontro	di	suoi	elevati	livelli	si	può	presentare	solo	in	ca-
so	di	ipossia	tissutale	protratta	nel	tempo	e/o	di	notevole	entità.	Va	comunque	considera-
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to	che	la	sua	emivita	può	raddoppiare	in	corso	di	alterazioni	epato-renali	e	di	sepsi[1].	
Il	Lattato	può	essere	misurato	mediante	colorimetria	enzimatica	su	plasma/siero	o	ampe-
rometria	 enzimatica	 su	 sangue	 intero.	 La	 prima,	 usata	 dagli	 analizzatori	 automatici	 di	
chimica	clinica,	si	basa	sulla	rilevazione	spettrofotometrica	della	forma	ridotta	della	NAD	
(nicotinamide	adenina	dinucleotide)	ottenuta	previa	ossidazione	dell’L-lattato	catalizzata	
dalla	Lattato	deidrogenasi	 (LDH);	 la	concentrazione	di	NAD	è	proporzionale	a	quella	del	
lattato	 iniziale.	 L’amperometria	 enzimatica	 viene	 utilizzata	 in	 strumenti	 POC	 (point-of-
care),	come	l’emogasanalizzatore,	perché	i	risultati	sono	disponibili	in	pochi	minuti.	Que-
sta	metodica	si	basa	su	elettrodi	specifici	in	platino	e	membrane	multistrato	di	separazio-
ne	dal	campione	contenenti	un	enzima	(Lattato-ossidasi).	Quando	l’enzima	entra	in	con-
tatto	con	il	lattato	svolge	la	sua	azione	generando	perossido	d’idrogeno	(H2O2),	un	analita	
elettroattivo	 che	 si	 riduce	all’	 anodo	dell’elettrodo	e	genera	una	corrente	elettrica	pro-
porzionale	alla	concentrazione	del	lattato	iniziale[3][23].	
• Bassi	 livelli	 di	 lattato	 (ipolattatemia)	non	hanno	 significato	 clinico	 in	quanto	 il	 valore	
minimo	generalmente	considerato	negli	intervalli	di	normalità	è	0	mEq/L	o	mmol/L[12].	
• Elevati	livelli	di	lattato	(iperlattatemia)	possono	essere	causati	da	ipoperfusione	locale	
o	sistemica,	grave	deficit	della	disponibilità	di	ossigeno	da	parte	del	sangue	arterioso	
(ipossiemia)	o	da	una	combinazione	dei	due	fattori.	Livelli	elevati	si	possono	riscontra-
re	anche	in	caso	di:	anomalie	metaboliche	congenite	rare,	alcalosi,	ipoglicemia,	malat-
tie	sistemiche	(insufficienza	epatica	e	sepsi),	convulsioni,	somministrazione	di	vari	far-
maci.	 I	cuccioli	hanno	lattatemia	più	elevata	degli	adulti	fino	ai	2-3	mesi	di	vita.	Altre	
condizioni	parafisiologiche	che	possono	determinare	aumento,	generalmente	modera-
to,	possono	essere:	esercizio	fisico	intenso	(durante	e	dopo),	stress,	eccitazione,	assun-
zione	di	cibo	e	stasi	venosa	prolungata	durante	la	raccolta	del	campione;	in	questi	casi	
la	lattatemia	rientra	nella	normalità	entro	2	ore[3][7][12][23].	
L’iperlattatemia	grave,	maggiore	di	8	mmol/L,	si	definisce	Acidosi	Lattica	e	determina	aci-
dosi	metabolica	 da	 titolazione	 con	 aumento	 dell’AG,	 può	 essere	 letale	 se	 protratta	 nel	
tempo.	Nella	pratica	clinica,	soprattutto	in	emergenza,	il	monitoraggio	della	lattatemia	è	
anche	un	mezzo	per	 verificare	 l’adeguatezza	del	 trattamento	del	 paziente	 in	 condizioni	
critiche.	Livelli	decrescenti	o	persistentemente	bassi	di	lattatemia	nel	paziente	critico	se-
gnalano	l’efficacia	del	trattamento	mentre	livelli	crescenti	o	persistentemente	alti	ne	se-
gnalano	l’inefficacia[3][7][23].	
- Lattatemia	bassa	o	in	diminuzione	à	il	trattamento	appare	adeguato	ma,	se	la	dispo-
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nibilità	di	O2	arterioso	è	compromessa,	è	necessario	adottare	misure	per	migliorarla.	
Tuttavia	 possono	 non	 essere	 necessari	 interventi	 estremi	 (es.	 correzione	 di	 una	pO2	
bassa	mediante	aumento	della	FiO2	a	livelli	potenzialmente	tossici	per	i	polmoni,	oppu-
re	supporto	ventilatorio	aggressivo	con	rischio	di	volutrauma	o	barotrauma),	compor-
tanti	rischio	elevato	di	effetti	collaterali,	ma	piuttosto	conviene	mantenere	un	monito-
raggio	stretto	dei	gas	del	sangue	e	della	lattatemia[3].	
- Lattatemia	alta	o	in	aumento	à	se	la	disponibilità	di	ossigeno	arterioso	è	compromes-
sa	occorre	adottare	misure	idonee	a	migliorarla.	Contemporaneamente,	devono	essere	
presi	 in	 esame	gli	 altri	 parametri	 (situazione	 circolatoria	 e	metabolica)	 coinvolti	 nell’	
ossigenazione	 sistemica.	 In	 presenza	 di	 un’insufficienza	 circolatoria,	 possono	 essere	
indicati	interventi	mirati	ad	aumentare	la	disponibilità	di	ossigeno	arterioso	fino	al	limi-
te	superiore	della	norma,	o	addirittura	oltre,	allo	scopo	di	compensare	 l’insufficienza	
circolatoria	responsabile	dell’iperlattatemia.	 In	queste	situazioni,	è	 importante	essere	
consapevoli	del	rischio	di	tossicità	da	ossigeno[3].	
Sia	in	medicina	umana	che	in	medicina	veterinaria	è	stato	dimostrato	che	il	livello	di	latta-
temia	rappresenta	un	buon	indice	prognostico	di	mortalità	intraospedaliera[3][23].	
	
	
Fig.	3:	Probabilità	di	morte	intraospedaliera	in	relazione	alla	lattatemia,	in	pazienti	umani	
critici	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2005[3]).	
Concentrazione	plasmatica	totale	di	Bilirubina	-	ctBil	
La	 bilirubina	 deriva	 dal	 catabolismo	dell’eme,	 dopo	 la	 scissione	macrofagica	 dei	 globuli	
rossi	a	livello	di	milza	e	fegato.	Quasi	tutta	la	bilirubina	così	prodotta	è	in	forma	non	co-
niugata	quindi	inizialmente	legata	nel	plasma,	in	modo	reversibile,	all’albumina	(la	parte	
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non	legata	è	tossica).	La	bilirubina	raggiunge	gli	epatociti	dove	viene	coniugata	(glucuro-
nazione)	divenendo	idrosolubile	e	non	tossica,	quindi	viene	secreta	nella	bile.	Se	 la	con-
centrazione	di	Bilirubina	è	maggiore	di	30-40	μmol/L	essa	provoca	una	colorazione	gialla	
della	cute,	cioè	l’ittero[3].	
• Bassi	livelli	di	bilirubina	(ipobilirubinemia)	non	hanno	normalmente	significato	clinico,	
possono	dipendere	da	un	artefatto	 legato	alla	prolungata	esposizione	a	 luce	solare	o	
fluorescente[17].	
• Elevati	livelli	di	bilirubina	(iperbilirubinemia)	si	possono	riscontrare	in	caso	di	maggiore	
produzione,	minore	eliminazione	o	dei	due	eventi	insieme.	La	maggiore	produzione	si	
verifica	per	Emolisi	(iperbilirubinemia	pre-epatica)	comunemente	legata	a	:	 infezione,	
reazione	 chimico-tossica,	malattia	 autoimmune,	malattie	 ereditarie.	 La	minore	 elimi-
nazione	si	ha	in	caso	di	Colestasi	intraepatica	(iperbilirubinemia	epatica)	da:	epatite	vi-
rale,	cirrosi	biliare	primaria,	reazioni	tossiche	(farmaci),	lesioni	occupanti	spazio	a	livel-
lo	 portale;	 o	 Colestasi	 extraepatica:	 calcoli	 biliari,	 colecistiti,	 cancro,	 atresia	 biliare.	 I	
farmaci	 che	 possono	determinare	 iperbilirubinemia	 sono:	 barbiturici,	 glucocorticoidi,	
griseofulvina,	 ketoconazolo,	 metronidazolo,	 fenobarbitone,	 primidone,	 FANS	 come	
ibuprofene,	paracetamolo,	fenilbutazone,	salicilato[3][17].	
Osmolalità	plasmatica	–	mOsm	
L’osmole	equivale	ad	1	g	di	peso	molecolare	(1	mole	=	6,02	×	1023	particelle)	di	qualsiasi	
sostanza	non	dissociabile	a	prescindere	dalla	sua	composizione,	carica,	dimensione	o	pe-
so.	L'Osmolarità	rappresenta	 la	concentrazione	totale	di	 tutti	 i	 soluti	disciolti	 in	acqua	e	
viene	 descritta	 come	 il	 numero	 di	 osmoli	 per	 litro	 di	 soluzione,	 in	 milliosmoli/L.	
L’Osmolalità,	 invece,	rappresenta	la	concentrazione	totale	di	tutti	 i	soluti	disciolti	 in	una	
qualsiasi	soluzione	e	viene	descritta	come	 il	numero	di	osmoli	di	soluto	per	chilo	di	sol-
vente,	 in	milliosmoli/kg	 (mOsm/Kg).	 Nel	 sangue	 queste	 due	 grandezze	 possono	 essere	
considerate	equivalenti,	in	quanto,	il	solvente	principale	è	l’acqua	ed	1	Kg	di	acqua	=	1	L.	
L’Osmolalità	plasmatica	è	la	quantificazione	del	numero	di	particelle	osmoticamente	atti-
ve	presenti	nel	plasma.	 I	principali	soluti	 responsabili	della	pressione	osmotica,	e	quindi	
dell’osmolalità,	nel	compartimento	extracellulare	(intravascolare	e	interstiziale)	sono:	so-
dio,	cloro,	glucosio	e	urea;	mentre	nel	compartimento	intracellulare	sono	potassio	e	ma-
gnesio[7][15][21].	
Il	parametro	può	essere	misurato	con	un	osmometro	a	depressione	del	punto	di	conge-
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lamento	o	a	depressione	della	pressione	di	vapore).	 Il	primo	compara	il	punto	di	conge-
lamento	dell’acqua	pura,	priva	di	soluti,	con	il	punto	di	congelamento	del	campione.	Sa-
pendo	che	l’acqua	ha	un	punto	di	congelamento	di	0°C	e	che	qualunque	sostanza	osmoti-
camente	attiva	le	si	aggiunga	ne	diminuisce	il	punto	di	congelamento	(es.	una	soluzione	
con	 concentrazione	 salina	 di	 1	mOsm/kg	 ha	 un	 punto	 di	 congelamento	 di	 -1,858°C),	 è	
possibile	 individuare	 l’osmolalità	di	una	soluzione	da	esaminare	mediante	un	termistore	
che	traduce	in	milliosmoli	la	differenza	tra	i	due	punti	di	congelamento.	Gli	osmometri	a	
depressione	del	punto	di	congelamento	possono	individuare	sia	particelle	non	volatili	sia	
alcool	volatili	tossici	di	comune	riscontro	clinico	(glicole	etilenico),	che	possono	aumenta-
re	 il	 gap	 osmolare,	ma	 possiedono	 un	 elevato	 grado	 di	 errore	 legato	 alla	 viscosità	 del	
campione	e	alla	presenza	di	particelle	sospese.	Il	secondo	analizza	la	tensione	di	vapore	di	
una	soluzione	osmoticamente	attiva	secondo	il	principio	che	minore	è	la	pressione	di	va-
pore,	maggiore	è	l'osmolalità	della	soluzione.	Per	l’analisi	una	quantità	definita	del	cam-
pione	viene	deposta	su	di	un	piccolo	disco	di	carta	privo	di	soluti	che	viene	inserito	in	una	
camera	 di	 analisi	 contenente	 un	 igrometro	 a	 termocoppia.	 Appena	 la	 temperatura	 del	
campione	e	quella	della	camera	si	equilibrano,	viene	fatta	passare	una	corrente	elettrica	
attraverso	la	termocoppia,	raffreddandola	fino	a	farle	raggiungere	una	temperatura	infe-
riore	al	punto	di	rugiada.	L'acqua	presente	nell’aria	della	camera,	evaporata	dal	campio-
ne,	 condensa	 formando	 goccioline	 microscopiche	 sulla	 superficie	 della	 termocoppia.	
Quando	la	temperatura	della	termocoppia	raggiunge	il	punto	di	rugiada,	la	condensazione	
cessa	portando	a	stabilità	la	temperatura	della	termocoppia.	Gli	osmometri	a	pressione	di	
vapore	non	sono	affetti	da	artefatti	causati	dall’aumento	di	viscosità	della	soluzione,	par-
ticelle	 sospese	 o	 altre	 condizioni	ma	 non	 rilevano	 alcool	 o	 etilene	 glicole	 e	 richiedono	
campioni	di	grandi	volumi	quindi	sono	meno	usati	nella	pratica	clinica[7][15][21].	
Nell’emogasanalisi,	invece,	il	parametro	viene	calcolato	secondo	una	delle	seguenti	equa-
zioni:	
mOsm	=	1,86	([Na+]	+	[K+])	+	(BUN/2,8)	+	(Glu/18)[3]	
mOsm	=	2	[Na+]	+	(BUN/2.8)	+	(Glu/18)[7][12]	
mOsm	=	2cNa	+	cGlu[14]	
mOsm	=	(1.86	([Na+]		+	[K+])	+	(BUN/18)	+	(Glu/2.8))/	0.93[15]	
mOsm	=	1.86	([Na+]		+	[K+])	+	(Glu/18)	+	(BUN/2.8)	+	9[21]	
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I	fattori	2,8	e	18	vengono	utilizzati	per	convertire	BUN	e	Glucosio	da	g/dL	a	milliosmoli.	Il	
fattore	 1.86	 permette	 di	 tenere	 conto	 dell'incompleta	 dissociazione	 dei	 sali	 e	 il	 fattore	
0,93	permette	di	tenere	conto	della	percentuale	di	acqua	quando	viene	misurato	sangue	
intero.	Questi	calcoli,	però,	non	permettono	di	individuare	incrementi	di	osmolalità	legati	
alla	presenza	di	altre	sostanze	(anche	potenzialmente	tossiche),	per	evidenziare	queste	è	
necessaria	la	misurazione	con	osmometro.	Normalmente	la	differenza	tra	osmolalità	mi-
surata	e	calcolata	è	10	mOsm/Kg,	essa	viene	spesso	utilizzata	con	il	nome	di	gap	osmolare	
per	individuare	la	presenza	di	sostanze	tossiche	osmoticamente	attive[15].	
Un’estrema	semplificazione,	spesso	utile	in	corso	di	emergenza,	può	essere	la	formula:	2	
x	[Na+][21].	
• Una	riduzione	della	mOsm	(ipo-osmolalità)	si	può	presentare	 in	tutti	 i	casi	che	deter-
minano	iponatriemia	come:	iperidratazione	(ritenzione	liquidi,	fluidoterapia	eccessiva,	
polidipsia	psicogena),	disidratazione,	ascite	da	epatopatia	grave,	insufficienza	cardiaca	
congestizia,	 patologia	 renale	 (sindrome	 nefrosica,	 insufficienza	 renale	 cronica),	
ipoadrenocorticismo,	somministrazione	di	diuretici[7][21].	
• Un	aumento	della	mOsm	(iper-osmolalità)	si	può	presentare	 in	caso	di	 ipernatriemia,	
iperglicemia,	 chetoacidosi	 diabetica,	 iperazotemia	 grave,	 lattoacidosi,	 iperfosfatemia	
(insufficienza	renale),	somministrazione	di	glicerina	o	mannitolo,	 iniezione	di	mezzi	di	
contrasto,	 intossicazioni	 (glicole	etilenico,	etanolo,	metanolo,	salicilato,	alcool	 isopro-
pilico).	Può	avere	serie	conseguenze	neurologiche[7][17][21].	
1.3	-	Emogasanalizzatore	RadiometerTM	ABL	735	GLA	XP®	
I	seguenti	paragrafi	sono	stati	tutti	estrapolati	dal	Manuale	di	riferimento	per	gli	analizza-
tori	ABL	serie	700	del	2009[14]	e	dal	Manuale	dell’operatore	ABL	800	Flex	del	2010[18]	re-
datti	dalla	ditta	Radiometer	Medical	ApS,	proprietaria	del	brevetto	dello	strumento.	
L’emogasanalizzatore	 in	 esame	 è	 uno	 strumento	 da	 banco	 realizzato	 per	 la	 medicina	
umana.	Esso	possiede	un	computer	 interno	che	gestisce	ricezione	del	campione,	analisi,	
calibrazione,	elaborazione	dei	dati	e	diagnostica	interna	dello	stato	dell’analizzatore.	
Nella	parte	anteriore	sono	presenti	un	piccolo	schermo	touch-screen	esterno	che	consen-
te	 all’operatore	 di	 interagire	 con	 il	 computer,	 la	 stampante	 termica,	 lo	 sportello	 per	
l’inserimento	del	campione	direttamente	dalla	siringa	con	cui	si	è	effettuato	il	prelievo,	gli	
alloggiamenti	per	i	serbatoi	delle	soluzioni	di	lavaggio	e	calibrazione	oltre	a	quello	di	rac-
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colta	dei	liquidi	di	ripulitura.	Sono	anche	presenti	vari	sportelli	che	consentono	l’accesso	
rapido	ad	elettrodi,	sistema	ottico,	pompe	e	rete	di	conduzione	di	campione	e	liquidi.	
	
Fig.	4:	Analizzatore	ABL	735	GLA®	
Nella	parte	posteriore	sono	presenti	le	cartucce	dei	gas	di	calibrazione,	la	presa	elettrica,	
l’interruttore	e	le	porte	di	comunicazione.	
All’interno,	l’ABL	735	GLA	XP®	è	dotato	di	due	tipologie	di	strumentazione	per	la	misura-
zione	degli	analiti:	un	gruppo	di	elettrodi	(per	pH,	gas	ematici,	elettroliti	ed	alcuni	meta-
boliti)	ed	un	sistema	ottico	di	spettrofotometria	(per	la	misura	dell’emoglobina	in	tutte	le	
sue	forme	e	della	bilirubina);	questi	strumenti	vengono	descritti	più	dettagliatamente	nei	
paragrafi	1.5.1	e	1.5.2.	Per	 il	 calcolo	degli	 analiti	 sono	presenti,	nel	 software,	una	com-
plessa	serie	di	formule	riportate	nel	dettaglio	al	punto	1.5.3	e	1.5.4.	
Nel	referto,	stampato	dopo	l’analisi	grazie	alla	stampante	a	calore	integrata	nella	macchi-
na,	 l’analizzatore	 indica	ogni	parametro	con	una	simbologia	costituita	da	3	componenti,	
QUANTITÀ	–	ANALITA	–	SISTEMA;	dei	simboli	di	“quantità”	e	«sistema»	vengono	riportate	
di	seguito	quelli	utili	per	questo	lavoro	(alcuni	già	presenti	nel	testo	precedente)[3][14]:	
• “p”	prima	del	simbolo	dell’analita	=	pressione	
• “c”	prima	del	simbolo	dell’analita	=	concentrazione	
• “ct”	o	“t”	prima	del	simbolo	dell’analita	=	concentrazione	totale	
• “F”	prima	del	simbolo	dell’analita	=	frazione	
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• «c»	dopo	il	simbolo	dell’analita	=		calcolato	
• «(a)»	o	«(aP)»	dopo	il	simbolo	dell’analita	=	arterioso	
• «(v)»	o	«(vP)»	dopo	il	simbolo	dell’analita	=	venoso	
• «(B)»	dopo	il	simbolo	dell’analita	=	sangue	
• «(P)»	dopo	il	simbolo	dell’analita	=	plasma	
• 	«*»	dopo	gli	altri	 simboli	=	 il	dato	è	stato	ottenuto	considerando	un	 fattore	 inserito	
dall’operatore	(correzione	manuale).	
1.3.1	-	ELETTRODI	
	
Fig.	5:	Schema	generale	di	un	elettrodo	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
Con	il	termine	elettrodo	ci	si	riferisce	a	tutta	l’unità,	compresa	la	copertura.	Questi	elet-
trodi	 sono	 senza	 fili	 in	modo	da	 limitare	 il	 rumore	emesso	durante	 le	analisi.	 Il	 segnale	
elettrico	in	uscita	viene	amplificato	grazie	a	preamplificatori	già	impostati	sul	modulo.	
L’elettrodo	è	costituito	di	varie	parti:	
- Contatto	elettrico.	Permette	il	passaggio	della	corrente	dall’elettrodo	all’analizzatore.	
- Anello	per	la	codifica	con	colore.	Semplifica	l’identificazione	di	ogni	elettrodo.	
- Copertura	 dell’elettrodo.	 Contiene	 la	 soluzione	 elettrolitica	 e	 la	 membrana,	 inoltre	
protegge	l’elettrodo.	
- Membrana.	Materiale	sottile,	simile	ad	un	foglio,	che	separa	il	campione	dall’elettrodo.	
Permette	di	selezionare	le	sostanze	che	possono	raggiungere	l’elettrodo.	
- Soluzione	elettrolitica.	Soluzione	conduttrice	che	fa	da	ponte	elettrico	tra	campione	ed	
elettrodo	(detta	anche	salt-bridge	solution).	
Per	gli	elettrodi	della	serie	ABL700	sono	stati	impiegati	due	principi	di	misurazione	diversi,	
quello	potenziometrico	e	quello	amperometrico.	
Le	misurazioni	effettuate	con	questi	elettrodi	non	subiscono	interferenze	da	parte	di	altre	
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sostanze	ossidabili,	esogene	o	endogene,	comunemente	presenti	nei	campioni[3].	
Potenziometria	
Il	 potenziale	 di	 un	 elettrodo	 a	 catena	 viene	 registrato	 utilizzando	un	 voltmetro	 e	 viene	
correlato	alla	concentrazione	del	campione	grazie	all’equazione	di	Nernst.	Per	elettrodo	a	
catena	qui	 s’intende	un	circuito	elettrico	che	comprende	campione,	elettrodo	specifico,	
elettrodo	di	riferimento,	voltmetro,	membrane	e	soluzione	elettrolitica	di	formiato	di	so-
dio	4	M	(HCOONa).	
	
Fig.	6:	Schema	di	circuito	di	elettrodo	potenziometrico	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	
2009[14])	
In	potenziometria,	 il	potenziale	di	un	elettrodo	a	catena	o	 il	 voltaggio	che	 lo	attraversa	
può	essere	correlato	all’attività	dell’analita	 in	esame,	non	direttamente	alla	sua	concen-
trazione.	L’attività	esprime	la	“concentrazione	efficace”	dell’analita,	tenendo	conto	che	la	
soluzione	in	esame	non	è	un	mezzo	ideale.	
Inizialmente	 il	 volmetro	 misura	 il	 potenziale	 totale	 dell’elettrodo	 a	 catena,	 successiva-
mente	deriva	il	potenziale	del	campione	mediante	l’equazione:	
Etotale	=	Ecampione	+	Erif	 à	 Ecampione	=	Etotale	+	Erif	
di	cui	Ecampione	è	il	potenziale	finale	sconosciuto,	Etotale	è	il	potenziale	totale	misurato	ed	Erif	
è	il	potenziale	ottenuto	dall’elettrodo	di	riferimento	che	è	noto	perché	resta	costante	tra	
due	calibrazioni	successive.	Questo	calcolo	è	possibile	in	quanto	ogni	elemento	nell’	elet-
trodo	a	catena	contribuisce	con	il	suo	voltaggio	alla	caduta	totale	di	potenziale	attraverso	
la	 catena	 stessa.	 In	 tal	 modo,	 quando	 immersi	 nella	 soluzione	 elettrolitica	 adatta,	 en-
trambi	gli	elettroliti	hanno	potenziali	separati	ed	anche	le	membrane,	giunzioni	tra	cam-
pione	e	soluzione	elettrolitica,	hanno	potenziali	separati.	
Una	 volta	 noto	 il	 potenziale	 del	 campione,	 il	 programma	 dell’analizzatore	 applica	
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l’equazione	di	Nernst	modificata	 in	modo	da	determinare	 l’attività	 (ax)	dell’analita	sotto	
esame	come	funzione	dell’	Ecampione	appena	ottenuta:	
Ecampione	=	E0	+	2.3	RT	log	ax	
	nF	
di	cui	E0	è	il	potenziale	standard	dell’elettrodo,	R	è	la	costante	dei	gas	(8.3143	JK−1mol−1),	
T	è	la	temperatura	assoluta	(310	K	o	37°C),	n	è	la	carica	dello	ione,	F	è	la	costante	di	Fara-
day	(96487	C/mol).	Tutti	gli	elementi	dell’equazione	sono	noti	ad	eccezione	di	ax.	
In	fine,	l’analizzatore	converte	l’attività	in	concentrazione	secondo	l’equazione:	
ax	=	γ	cx	
di	cui	γ	è	il	coefficiente	di	attività	dell’analita	“x”	alle	condizioni	di	misurazione	(in	un	si-
stema	ideale	γ	=	1)	e	cx	è	la	concentrazione	dell’analita	espressa	in	mmol/L.	Nello	specifi-
co	l’attività	viene	prima	convertita	in	molalità	(numero	di	mmol	per	Kg	di	solvente)	poi	in	
molarità	(concentrazione).	
Gli	 elettrodi	 potenziometrici	 vengono	 utilizzati	 per	misurare	 pH	 ed	 elettroliti,	 anche	 la	
pCO2	 viene	 misurata	 con	 questi	 elettrodi	 ma	 in	 modo	 leggermente	 diverso	 perché	
l’equazione	di	Nernst	non	è	applicata	direttamente.	
Elettrodo	di	riferimento	
Questo	elettrodo	mantiene	un	potenziale	fisso	e	stabile	contro	cui	possono	essere	misu-
rate	altre	differenze	di	potenziale.	Il	suo	potenziale	non	viene	alterato	dalla	composizione	
del	campione	e	può	essere	mantenuto	grazie	alle	reazioni	di	equilibrio:	
	AgCl			D			Ag+	+	Cl-		 e	 Ag+	+	e-			D			Ag	
Questo	è	possibile	perché	l’elettrodo	è	una	barretta	d’argento	rivestita	d’argento	in	modo	
da	garantire	l’equilibrio	Ag/Ag+	ed	il	potenziale	di	riferimento.	
	 44	
	
Fig.	7:	Schema	di	elettrodo	di	riferimento	(Immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
La	 soluzione	 elettrolitica	 si	 comporta	 come	 un	 ponte	 salino	 che	mantiene	 un	 contatto	
elettrico	tra	barretta	rivestita	e	campione.	Per	garantire	 la	stabilità	della	soluzione	sono	
stati	applicati	alcuni	accorgimenti:	1)	La	soluzione	elettrolitica	di	formiato	di	sodio	è	stata	
portata	ad	pH	di	5.5	con	l’aggiunta	di	acido	cloridrico,	in	tal	modo	la	sua	concentrazione	di	
cloro	e	quella	della	soluzione	di	lavaggio	vengono	bilanciate	e	si	riduce	lo	scambio	di	Cl−	
attraverso	la	membrana,	questo	garantisce	un	potenziale	più	stabile;	2)	L’elettrodo	è	sta-
to	racchiuso	all’interno	di	una	copertura	impermeabile,	sigillata	ad	una	estremità	con	un	
anello	di	 gomma	e	all’altra	 con	 la	membrana	a	 triplo	 strato	per	evitare	evaporazione	o	
percolamento.	
I	3	strati	della	membrana	sono:	Interno,	Medio	ed	Esterno.	Il	primo	limita	la	diffusione	dei	
sostanze	dall’interno	all’esterno	e	stabilizza	tutto	il	sistema	membrana,	il	secondo	previe-
ne	 l’interferenza	delle	proteine,	 il	 terzo	 riduce	 l’interscambio	 tra	campione/soluzione	di	
lavaggio	e	soluzione	elettrolitica.	
Elettrodo	per	pH	
	
Fig.	8:	Schema	di	elettrodo	8per	pH	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
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L’elettrodo	possiede	una	membrana	di	vetro	localizzata	all’estremità	inferiore,	essa	sigilla	
la	soluzione	tampone	(buffer)	all’interno	in	modo	che	il	pH	di	tale	soluzione	resti	costante	
e	 conosciuto.	 La	 bolla	 d’aria	 consente	 l’espansione	 della	 soluzione	 tampone	 interna	
quando	l'elettrodo	viene	termostatato	a	37°C.	
La	differenza	di	potenziale	che	si	crea	attraverso	la	membrana	di	vetro	è	dovuta	al	cam-
biamento	nel	bilancio	delle	cariche	presenti	su	di	essa.	Gli	ioni	metallici	contenuti	nel	ve-
tro	vengono	scambiati	con	protoni	(ioni	H+	a	cui	la	membrana	è	sensibile)	provenienti	dal-
la	soluzione	buffer	sul	lato	interno	e	dal	campione	sul	lato	esterno.	Quando	la	concentra-
zione	di	H+	(e	quindi	il	pH)	è	diversa	in	campione	e	buffer	si	presentano	differenti	scambi	
ionici	sui	due	lati	della	membrana,	il	numero	di	ioni	positivi	e	negativi	non	è	più	equilibra-
to	quindi	 cambia	 la	differenza	di	potenziale	attraverso	 la	membrana.	 Invece,	quando	 la	
concentrazione	di	H+	sui	due	lati	della	membrana	è	uguale,	in	teoria,	la	differenza	di	po-
tenziale	è	0	mV.	
Il	potenziale	totale	attraverso	 l’elettrodo	a	catena	è	 la	somma	dei	potenziali	generati	 in	
ogni	singolo	elemento	nella	catena.	
Tab.	1:	Componenti	del	circuito	dell’elettrodo	per	pH,	loro	potenziale	e	simbolo.	
Elemento	 Potenziale	 Simbolo	
Elettrodo	Ag/AgCl	/	soluzione	elettrolitica	
interna	all’elettrodo	di	Riferimento.	
Conosciuto	e	costante	quando	la	barretta	
Ag/AgCl	è	immersa	nella	soluzione	elet-
trolitica.	
Erif	
Membrana	di	giunzione	tra	soluzione	elet-
trolitica,	nell’elettrodo	di	riferimento,	e	
campione.	
Conosciuto	e	costante.	Indipendente	dal-
la	composizione	del	campione.	
EMJ	
Membrana	di	vetro	sensibile	al	pH	interpo-
sta	tra	campione	ed	elettrodo	per	pH.	
Sconosciuto.	Dipende	dalla	composizione	
del	campione.	
Ecampione	
Elettrodo	Ag/AgCl	/	soluzione	buffer	inter-
na	all’elettrodo	per	pH.	
Conosciuto	e	costante	quando	la	barretta	
Ag/AgCl	è	immersa	nella	soluzione	buffer.		
EE	
Potenziale	totale	 Misurato	dal	volmetro.	 Etot	
La	differenza	di	potenziale	sconosciuta,	cioè	quella	legata	al	campione,	che	si	crea	attra-
verso	 la	membrana	di	vetro	dell’elettrodo	per	pH	è	 la	differenza	 tra	 il	potenziale	 totale	
misurato	e	la	somma	dei	potenziali	noti:	
Ecampione	=	Etotale	−	(Erif	+	EMJ	+	EE)	mV	
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La	sensibilità	teorica	di	questo	elettrodo	a	37°C	è	pari	a	−61.5	mV	per	unità	di	pH,	usando	
la	formula	del	pH	=	−log	[H+],	e	convertendo	la	concentrazione	in	attività,	 l’equazione	di	
Nernst	può	essere	espressa	come:	
Ecampione	=	E0	-	(61.5	×	pH)	mV	
Successivamente	l’	Ecampione	viene	convertito	in	pH	effettivo	grazie	ad	una	specifica	equa-
zione	che	comprende	vari	altri	parametri	ottenuti	autonomamente	dalla	macchina:	
pH(campione)	=	E(pH,campione)	-	E(pH,Cal)	+	pH(Cal)		
-	61.5	x	Sens(pH)	
dove	 E(pH,	 campione)	 è	 il	 potenziale	 ottenuto	 con	 l’elettrodo	 per	 pH	 sul	 campione	 in	
esame,	E(pH,Cal)	è	il	potenziale	ottenuto	con	l’elettrodo	per	pH	sulla	soluzione	di	calibra-
zione,	-61.5	è	la	sensibilità	teorica	dell’elettrodo	a	37°C,	Sens(pH)	è	la	sensibilità	relativa	
ottenuta	da	2	misurazioni	consecutive	precedenti	e	pH(Cal)	è	l’effettivo	pH	della	soluzio-
ne	di	calibrazione.	Tutti	questi	parametri	aggiunti	all’equazione	Ecampione	=	E0	-	(61.5	x	pH)	
servono	a	limitare	l’errore	analitico	legato	alle	modificazioni	dell’elettrodo,	tra	cui	la	sua	
sostituzione.	
Elettrodo	per	pCO2	
	
Fig.	9:	Schema	di	elettrodo	per	pCO2	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
Questo	elemento	combina	gli	elettrodi	di	riferimento	per	pH	e	Ag/AgCl	all’interno	di	un	
involucro	di	plastica	riempito	con	soluzione	elettrolitica	ricca	di	bicarbonato.	
L’involucro	è	rivestito	da	una	membrana	in	silicone	spessa	20	µm	modellata	su	di	una	rete	
di	nylon	di	50	µm.	La	rete	rinforza	la	membrana	in	silicone	e	contemporaneamente	serve	
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come	distanziatore	per	 intrappolare	uno	 strato	della	 soluzione	elettrolitica	 tra	 la	mem-
brana	e	 l’estremità	di	 vetro.	Nella	 soluzione	elettrolitica	è	presente	anche	glicerolo	per	
prevenire	la	raccolta	di	bolle	d’aria	nell’involucro	dell’elettrodo,	questo	aumenta	la	stabi-
lità	del	sistema.	
La	membrana	consente	 il	passaggio	solo	ad	alcune	molecole	non	cariche	come	CO2,	O2,	
N2.	 Ioni	 carichi	 come	 gli	 H+	 non	 possono	 passare.	 Di	 conseguenza,	 la	 CO2	 disciolta	 dal	
campione	diffonde	attraverso	 lo	stretto	strato	di	 soluzione	elettrolitica	con	bicarbonato	
finché	non	viene	raggiunto	l’equilibrio.	Questo	determina	la	produzione	di	acido	carboni-
co	che	si	dissocia,	in	accordo	alla	reazione	di	equilibrio:	
H2O	+	CO2			D			H2CO3			D			H+	+	HCO3-	
Il	 rilascio	 finale	di	 ioni	H+	determina	un’alterazione	della	concentrazione	di	H+	 iniziale	e,	
quindi,	 del	 pH	 della	 soluzione	 su	 di	 un	 lato	 della	 membrana	 di	 vetro	 pH-sensibile.	
Sull’altro	lato	la	concentrazione	di	H+	non	varia	determinando	l’innesco	di	una	differenza	
di	potenziale	attraverso	la	membrana	che	viene	misurata	dal	volmetro.	
Anche	qui	l’equazione	di	Nernst	viene	usata	per	convertire	il	potenziale	misurato	in	un	va-
lore	di	pH:	
Evetro	=	E0	-	(61.5	×	pH)	mV	
dove	Evetro	è	 la	differenza	di	potenziale	attraverso	 la	membrana,	E0	è	 il	potenziale	 stan-
dard	dell’elettrodo,	61.5	mV	sensibilità	teorica	dell’elettrodo	per	pH	a	37°C.	
Quindi	il	valore	di	pH	ottenuto	viene	correlato	alla	pressione	parziale	di	CO2	nel	campione	
grazie	alla	seguente	equazione:	
pH	=	pKa	+	log							cHCO3-						.		
pCO2	×	αCO2	
dove	pKa	equivale	a	−	 log	Ka	ed	è	 la	costante	di	equilibrio	della	dissociazione	dell’acido	
carbonico	 in	acqua,	αCO2	è	 il	coefficiente	di	solubilità	della	CO2	 in	acqua	e	cHCO3-,	come	
già	visto,	è	la	concentrazione	di	bicarbonato.	
La	cHCO3-	è	così	grande,	comparata	alla	concentrazione	di	H+,	che	può	essere	considerata	
costante	 ed	 anche	 la	 αCO2	 è	 costante,	 in	 condizioni	 di	 temperatura	 costanti.	 Quindi	
l’equazione	precedente	può	essere	semplificata	in:		
pH	=	K’	-	log	pCO2	
dove	K'	è	noto	e	costante	perché	 incorpora	tutti	 i	 fattori	costanti	precedentemente	de-
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scritti.	Viene	quindi	 calcolata	 la	pCO2	del	 campione	grazie	ad	una	 complessa	equazione	
che	comprende	anche	altri	parametri	misurati	dalla	macchina	autonomamente:	
pCO2(campione,	updi)	=	pCO2(gas)	×	10^	E(CO2,campione,updi)	-	E(CO2,gas)		
Sens(CO2,prev)	×	Sens(CO2,teo)	
dove	pCO2(campione,updi)	 è	 il	 valore	di	pCO2	del	 campione	calcolata	da	E(CO2	 campio-
ne,updi)	sulla	base	delle	valutazioni	precedenti	(updi).	pCO2(gas)	è	la	pCO2	di	un	campione	
di	gas	noto	usato	per	l’ultima	calibrazione.	E(CO2	campione,updi)	è	il	potenziale	ottenuto	
dal	campione	misurato	con	l’elettrodo	a	CO2	dopo	aggiornamento	“i”.	E(CO2,gas)	è	il	po-
tenziale	ottenuto	dal	gas	di	calibrazione	misurato	con	l’elettrodo.	Sens(CO2,prev)	è	la	sen-
sibilità	relativa	dell’elettrodo	determinata	con	l’ultima	calibrazione	effettuata	su	2	gas	di	
calibrazione.	Sens(CO2,teo)	è	la	sensibilità	teorica	dell’elettrodo	(=	61.5	mV)	a	37°C.	
Tutti	questi	parametri	aggiunti	all’equazione	pH	=	K’	-	log	pCO2	servono	a	limitare	l’errore	
analitico	legato	alle	modificazioni	dell’elettrodo,	tra	cui	la	sua	sostituzione.	
Elettrodi	per	elettroliti	
	 	
Fig.	10:	Schema	di	elettrodi	per	K+	e	Na+	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
a) L’elettrodo	per	il	potassio	è	di	tipo	ione	selettivo,	la	sua	parte	sensibile	è	una	membra-
na	in	PVC	contenente	carrier	ionico	neutro	per	il	K+.	Questa	membrana	è	ricoperta	da	
un’altra	membrana,	in	cellophane,	che	la	separa	e	protegge	dal	campione.	La	soluzione	
elettrolitica	ha	una	concentrazione	di	K+	costante	e	nota.	Quando	un	campione	viene	
messo	in	contatto	con	l’elettrodo,	si	sviluppa	un	potenziale	attraverso	gli	strati	di	cel-
lophane	e	PVC	 che	dipende	dalla	differenza	di	 concentrazione	del	 K+	 (o	meglio	dalla	
sua	attività)	tra	soluzione	elettrolitica	e	campione.	Se	la	concentrazione	di	K+	nelle	due	
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soluzioni	è	la	stessa,	la	differenza	di	potenziale	dovrebbe	essere	0	mV.	
b) L’elettrodo	per	il	sodio	è	di	tipo	ione	selettivo,	la	sua	parte	sensibile	è	un	perno	di	ce-
ramica	Na+-sensibile	contenuto	all’estremità	del	rivestimento.	La	soluzione	elettrolitica	
ha	una	concentrazione	di	Na+	 costante	e	nota.	Quando	un	campione	viene	messo	 in	
contatto	con	l’elettrodo	si	sviluppa	un	potenziale,	attraverso	il	perno	in	ceramica,	che	
dipende	 dalla	 differenza	 di	 concentrazione	 del	 sodio	 tra	 la	 soluzione	 interna	
all’elettrodo	ed	 il	campione.	Come	prima,	se	 la	concentrazione	di	Na+	nelle	due	solu-
zioni	è	la	stessa,	la	differenza	di	potenziale	dovrebbe	essere	0	mV.	
	 	
Fig.	11:	Schema	di	elettrodo	per	Ca2+	e	Cl-	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
c) L’elettrodo	per	il	calcio	ione	è	identico	a	quello	per	il	potassio.	
d) L’elettrodo	per	il	cloro	è	identico	a	quello	per	potassio	e	calcio	ione.	
Anche	per	questi	elettrodi	viene	misurato	prima	di	tutto	il	potenziale	totale	che	attraver-
sa	l’elettrodo,	costituito	dai	diversi	potenziali	già	visti	in	precedenza:	
Tab.	2:	Componenti	del	circuito	degli	elettrodi	per	Elettroliti,	loro	potenziale	e	simbolo.	
Elemento	 Potenziale	 Simbolo	
Elettrodo	 Ag/AgCl	 /	 soluzione	 elettrolitica	
interna	all’elettrodo	di	riferimento.	
Conosciuto	e	costante	quando	la	barretta	
Ag/AgCl	 è	 immersa	 nella	 soluzione	 elet-
trolitica.	
Erif	
Membrana	di	giunzione	 tra	 soluzione	elet-
trolitica	 dell’elettrodo	 di	 riferimento	 e	
campione.	
Conosciuto	e	costante.	 Indipendente	dal-
la	composizione	del	campione.	
EMJ	
Membrana	 ione-sensibile	 o	 perno	 in	 cera-
mica	interposti	tra	campione	ed	elettrodo.	
Sconosciuto.	Dipende	dalla	composizione	
del	campione.	
Ecampione	
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Elettrodo	Ag/AgCl	 /	 soluzione	buffer	 inter-
na	all’elettrodo	per	elettroliti.	
Conosciuto	e	costante	quando	la	barretta	
Ag/AgCl	è	immersa	nella	soluzione	buffer.		
EE	
Potenziale	totale	 Misurato	dal	volmetro.	 Etot	
Le	equazioni	utilizzate	per	convertire	la	differenza	di	potenziale	in	concentrazione	sono	le	
stesse	già	descritte	per	pH	e	pCO2	ma	adattate	ai	singoli	ioni:	
Ecampione	=	Etotale	−	(Erif	+	EMJ	+	EE)	mV	 Ecampione	=	E0	+		2.3	RT		×	log	aione	mV	
nF	
dove	aione	è	l’attività	specifica	dello	ione	in	esame.	Successivamente	l’Ecampione	viene	con-
vertito	in	concentrazione	grazie	ad	una	specifica	equazione	che	comprende	vari	altri	pa-
rametri	ottenuti	autonomamente	dalla	macchina:	
cX(campione)	=	cX(Cal,prev)	×	10^E(X,campione)	-	E(X,Cal,prev)	
Sens(teo)	x	Sens(X,prev)	
dove	cX(Cal,prev)	è	la	vera	concentrazione	dell’elettrolita	esaminato	nella	soluzione	di	ca-
librazione	1,	E(X,campione)	è	il	potenziale	ottenuto	con	l’elettrodo	a	catena	sul	campione	
in	esame,	E(X,Cal,prev)	è	il	potenziale	ottenuto	con	l’elettrodo	a	catena	sulla	soluzione	di	
calibrazione	1	precedentemente	misurata,	Sens(teo)	è	la	sensibilità	teorica	dell’elettrodo	
e	Sens(X,prev)	è	 la	sensibilità	relativa	ottenuta	per	 l’elettrodo	nelle	2	calibrazioni	prece-
denti.	
Tutti	questi	parametri	aggiunti	all’equazione	Ecampione	=	E0	+		(2.3	RT/	nF)	x	log	aione	servono	
a	 limitare	 l’errore	analitico	 legato	alle	modificazioni	dell’elettrodo,	tra	cui	 la	sua	sostitu-
zione.	
Amperometria	
L’ampiezza	di	una	corrente	elettrica	che	attraversa	un	elettrodo	a	catena	è	proporzionale	
alla	concentrazione	della	sostanza	che	viene	ossidata	o	ridotta	a	livello	dell’elettrodo	spe-
cifico	presente	nella	catena.	Per	elettrodo	a	catena	qui	s’intende	un	circuito	elettrico	che	
comprende	campione,	due	elettrodi	(anodo	e	catodo),	amperometro,	sorgente	di	voltag-
gio,	membrane	e	soluzione	elettrolitica.	
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Fig.	12:	Schema	di	elettrodo	amperometrico	generico	(sx)	e	specifico	per	metaboliti	(dx)	
(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
Il	Catodo	è	 l’elettrodo	negativo	dove	avviene	la	riduzione	e	gli	elettroni	vengono	consu-
mati,	l’Anodo	è	l’elettrodo	positivo	dove	avviene	l’ossidazione	e	gli	elettroni	vengono	rila-
sciati.	Possono	essere	realizzati	con	molti	materiali,	qui	sono	in	platino	e	argento	rispetti-
vamente.	
La	Soluzione	elettrolitica	fornisce	 il	contatto	elettrico	tra	anodo	e	catodo.	La	Membrana	
separa	il	campione	dalla	soluzione	elettrolitica	e	consente	il	passaggio	del	solo	analita	in	
esame.	L’Applicatore	di	voltaggio	consente	l’arrivo	del	potenziale	per	le	reazioni	di	ossido-
riduzione.	L’Amperometro	misura	la	corrente	che	attraversa	il	circuito.	
Il	processo	prevede	la	riduzione	al	catodo	di	una	specie	A,	che	diviene	A-,	e	l’ossidazione	
all’anodo	di	una	specie	X,	che	diviene	X+.	Solitamente	la	specie	A	è	l’analita	in	esame	pre-
sente	nel	campione	e,	a	contatto	con	la	membrana	dell’elettrodo,	è	l’unico	che	può	attra-
versarla.	Appena	viene	applicato	un	voltaggio	appropriato,	la	specie	A	si	riduce	al	catodo	
in	accordo	con	la	reazione:	
A	+	e−	D	A−	
La	riduzione	di	A	produce	un	flusso	di	elettroni,	cioè	una	corrente	elettrica.	Per	completa-
re	il	circuito	elettrico	è	necessaria	una	fonte	di	elettroni,	quindi	deve	avvenire	una	reazio-
ne	di	ossidazione.	La	specie	X,	già	presente	nella	soluzione	elettrolitica,	si	ossida	all’anodo	
in	accordo	con	la	seguente	reazione:	
	X	D	X+	+	e−		
Ovviamente	queste	reazioni	avvengono	in	contemporanea.	Sapendo	che	l’ampiezza	della	
corrente	che	attraversa	il	circuito	è	proporzionale	alla	concentrazione	della	specie	ridotta,	
in	questo	caso	A,	l’analizzatore	può	calcolare	automaticamente	la	concentrazione	di	A	nel	
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campione.	
Gli	elettrodi	che	si	basano	su	questo	principio	vengono	impiegati	per	misurare	pO2,	Glu-
cosio	e	Lattato.	
Elettrodo	per	pO2	
	
Fig.	13:	Schema	di	elettrodo	per	pO2	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
L’elettrodo	amperometrico	per	pO2	è	costituito	da	un	anodo	d’argento,	un	catodo	di	pla-
tino	ed	una	banda	di	riferimento	Ag/AgCl,	il	tutto	racchiuso	in	un	involucro	e	riempito	con	
soluzione	 elettrolitica.	 All’estremità	 inferiore	 dell’elettrodo	 è	 presente	 una	 membrana	
permeabile	 all’O2	 che	 protegge	 il	 catodo	 dall’eventuale	 contaminazione	 proteica,	 sulla	
superficie	interna	è	ricoperta	con	platino	nero.	
L’elettrodo	a	catena	è	costantemente	polarizzato	con	un	voltaggio	di	-630	mV.	L’O2	pro-
veniente	 dal	 campione	 diffonde	 attraverso	 la	 membrana	 nella	 soluzione	 elettrolitica	 e	
viene	totalmente	ridotto	al	catodo	(acquista	elettroni)	in	accordo	con	la	reazione:	
O2	+	4H+	+	4e−			"			2H2O	
Gli	idrogenioni	vengono	ceduti	dalla	soluzione	elettrolitica.	
Parte	dell’O2	,	però,	viene	solo	parzialmente	ridotto	generando	perossido	d’idrogeno:	
O2	+	2H+	+	2e−			"			H2O2	
In	presenza	di	platino	nero	il	perossido	viene	immediatamente	decomposto	in:	
2	H2O2			"			2	H2O	+	O2	
e	l’O2	torna	ad	essere	ridotto	al	catodo.	
La	riduzione	dell’O2	produce	un	flusso	di	elettroni,	cioè	una	corrente	elettrica	la	cui	am-
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piezza	 “I”	 è	 proporzionale	 alla	 concentrazione	 di	 O2.	 Questa	 corrente	 viene	 misurata	
dall’amperometro	e	permette	di	ottenere	la	pO2	secondo	l’equazione:	
I	=	Sens(pO2)	×	pO2	+	I0	 pA	
dove	Sens(pO2)	è	la	sensibilità	di	questo	elettrodo,	pO2	è	quella	del	campione,	I0	è	la	cor-
rente	 al	 momento	 0,	 cioè	 la	 corrente	 che	 circola	 nel	 circuito	 quando	 la	 pO2	 =	 0	 kPa	
(mmHg).	
Come	abbiamo	detto,	per	completare	il	circuito	è	necessaria	una	reazione	di	ossidazione	
all’anodo	 perché	 vengano	 prodotti	 elettroni.	 Questa	 reazione	 prevede	 la	 conversione	
dell’argento	dell’anodo	in	Ag+	(Ag	"	Ag+	+	e−).	Per	mantenere	l’equilibrio	delle	cariche	tra	
anodo	e	catodo	è	necessaria	l’ossidazione	di	4	atomi	di	Ag	per	ridurre	una	molecola	di	O2.	
Gli	 ioni	argento	formati	vengono	rilasciati	nella	soluzione	elettrolitica	andando	a	reagire	
con	gli	ioni	Cl-	che	questa	contiene	e	producendo	cloruro	d’argento	(AgCl).	Questo	sale	è	
insolubile	quindi	solidifica	sulla	barretta	d’argento	dell’anodo	formando	uno	strato	com-
patto.	
Non	tutti	gli	Ag+	possono	essere	rimossi	dalla	soluzione,	alcuni	raggiungono	il	catodo	dove	
vengono	riconvertiti	in	Ag	formando	un	deposito	che	deve	essere	rimosso	periodicamen-
te	dall’operatore	con	un	apposita	spazzolina.	
Anche	 per	 questi	 elettrodi	 la	macchina	 calcola	 la	 concentrazione	 finale	 dell’analita	 nel	
campione,	pO2	in	questo	caso,	grazie	ad	un’equazione	che	comprende	la	formula	per	ot-
tenere	l’analita	dopo	misurazione	diretta	ed	una	serie	di	fattori	di	correzione	per	limitare	
l’errore	analitico:	
pO2(campione,updi)	=		I(O2	campione,updi)	-	I(O2,gas,prev)		×	K1	
Sens(pO2)	
dove	 I(O2	 campione,updi)	 è	 la	 corrente	 registrata	 dall’elettrodo,	 dopo	 misurazione	 sul	
campione,	sulla	base	delle	valutazioni	precedenti	(updi);	I(O2,gas,prev)	è	la	corrente	regi-
strata	dall’elettrodo	 in	una	misurazione	precedente	su	di	un	campione	di	gas	di	calibra-
zione;	 Sens(pO2)	 è	 la	 sensibilità	 relativa	 dell’elettrodo	 determinata	 con	 l’ultima	misura-
zione	effettuata	su	due	campioni	di	gas	di	calibrazione.	K1	è	una	costante	che	descrive	la	
relazione	gas/liquido	specifica	dell’elettrodo	ed	equivale	a	1	+	0.01	[-5.8370	+	(21.712	+	
√(Sens(pO2)	/	3.66294)]	.	
Elettrodi	per	Metaboliti	
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Fig.	14:	Schemi	di	elettrodi	per	Glucosio	e	Lattato	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	
2009[14])	
Gli	elettrodi	per	Glucosio	e	Lattato	sono	molto	simili	a	quelli	per	O2,	ma	differiscono	nella	
struttura	della	membrana.	Essa,	infatti,	è	costituita	da	3	strati:	esterno	(permeabile	a	glu-
cosio	o	 lattato),	medio	 (strato	enzimatico),	 interno	 (permeabile	al	perossido	d’idrogeno	
H2O2).	
All’elettrodo	viene	applicato	un	voltaggio	polarizzante	di	675	mV	e	la	corrente	che	circola	
lungo	 la	 catena	 viene	misurata	 da	 un	 amperometro.	 Le	molecole	 di	 glucosio	 o	 lattato	
vengono	trasportate	attraverso	la	membrana	esterna	fino	alla	membrana	intermedia	do-
ve	sono	presenti	enzimi	specifici.	La	glucosio-ossidasi	o	la	lattato-ossidasi	convertono	i	ri-
spettivi	analiti	secondo	le	reazioni:	
Glucosio	+	O2			"			Acido	gluconico	+	H2O2	 Lattato	+	O2			"			Piruvato	+	H2O2	
L’ossigeno	 per	 la	 reazione	 viene	 fornito	 dalla	 membrana	 esterna	 e	 dall’ossidazione	
dell’H2O2	all’anodo	di	platino	che	viene	 raggiunto	dal	perossido	grazie	alla	permeabilità	
della	membrana	interna.	
Quando	viene	applicato	un	potenziale	all’elettrodo,	 l’ossidazione	del	perossido	 (H2O2	"	
2H+	+	O2	+	2e−)	determina	 la	 formazione	di	una	corrente	elettrica	direttamente	propor-
zionale	alla	concentrazione	di	perossido,	che	a	sua	volta	è	direttamente	proporzionale	alla	
concentrazione	di	Glucosio	o	Lattato.	Il	circuito	viene	completato	anche	qui	con	una	rea-
zione	 di	 riduzione	 che	 converte	 l’Ag+	 (derivante	 dall’AgCl)	 in	 Ag.	 Per	 mantenere	
l’equilibrio	è	necessaria	la	riduzione	di	2	Ag+	per	ossidare	1	molecola	di	perossido.	
La	concentrazione	di	glucosio	o	lattato	viene	quindi	calcolata,	come	in	precedenza,	appor-
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tando	alcune	correzioni:	
cX(campione)	=	I(campione)	-	I0(finale)	
Sens	
dove	I(campione)	è	l’ampiezza	di	corrente	nell’elettrodo	misurata	sul	campione,	I0(finale)	
è	 l’ampiezza	 di	 corrente	 zero	 estrapolata	 dall’elettrodo	 al	 momento	 del	 caricamento	
dell’ultimo	campione.		Sens	è	la	sensibilità	relativa	dell’elettrodo.	
1.3.2	-	SISTEMA	OTTICO	SPETTROFOTOMETRICO	
Viene	 utilizzato	 per	misurare	 cO2Hb,	 cCOHb,	 cHHb,	 cMetHb,	 cHbF	 (emoglobina	 fetale),	
ctBil	e	calcolare	ctHb,	sO2	ed	Hct.	
Il	sistema	ottico	si	basa	su	di	uno	spettrofotometro	a	lunghezza	d’onda	128	e	range	di	mi-
surazione	478	-	672	nm.	Lo	spettrometro	è	connesso,	attraverso	una	fibra	ottica,	ad	una	
camera	di	emolisi	e	misurazione.	
	
Fig.	15:	Schema	di	circuito	spettrofotometrico	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14])	
Il	tipo	di	analisi	eseguita	è	una	spettroscopia	di	assorbimento	nel	visibile.	
Il	campione	di	sangue,	1	µL,	viene	portato	alla	cuvette	e	posizionato	nell’emolizzatore.	La	
temperatura	della	cuvette	viene	normalizzata	a	37°C	ed	il	campione	viene	emolizzato	con	
ultrasuoni	ad	una	frequenza	di	circa	30	kHz	in	modo	da	rompere	la	parete	degli	eritrociti.	
Il	 contenuto	 endocellulare	 si	mescola	 al	 plasma	 e	 si	 ottiene	 una	 soluzione	 otticamente	
limpida.	Non	è	presente	bilirubina	all’interno	degli	eritrociti	quindi,	dopo	l’emolisi,	il	flui-
do	endocellulare	diluisce	 la	bilirubina	plasmatica	già	presente	nel	campione,	per	questo	
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verranno	apportate	opportune	correzioni	matematiche	nella	formula	finale	per	il	calcolo	
della	concentrazione	dell’analita.	Per	eliminare	le	bolle	d’aria	nel	campione	e	per	intensi-
ficare	 l’emolisi,	 viene	 innalzata	 la	 pressione	 atmosferica	 sul	 campione	di	 1	 atm	e	 viene	
mantenuta	così	per	l’intera	durata	di	emolisi	e	misurazione.	
Avvenuta	 l’emolisi,	si	attiva	 l’unità	d’illuminazione	che	dirige	un	fascio	 luminoso	alla	cu-
vette.	Il	fascio	viene	prodotto	da	una	lampada	alogena	da	4	Watt	e	attraversa	un	filtro	in-
frarosso	ed	una	lente	biconvessa	prima	di	raggiungere	la	cuvette.	Il	voltaggio	della	lampa-
da	viene	 regolato	da	un	 fotodiodo	 termostatato	 così	 che	 la	 luce	 che	arriva	alla	 cuvette	
abbia	un’intensità	costante.	La	luce	residua	che	fuoriesce	dalla	cuvette	viene	portata	allo	
spettrometro	attraverso	la	fibra	ottica,	passa	attraverso	una	piccola	apertura	per	essere	
convogliata	verso	una	griglia	concava	associata	ad	uno	specchio.	
La	griglia	 separa	 la	 luce	 in	128	 singoli	 fasci	 luminosi,	ognuno	con	una	 sua	 specifica	 lun-
ghezza	d’onda,	e	lo	specchio	li	direziona	verso	una	serie	di	128	fotodiodi	(o	pixel),	uno	per	
ogni	 lunghezza	d’onda,	 che	 convertono	 il	 segnale	 luminoso	monocromatico	 in	 corrente	
elettrica.	I	diodi	hanno	anche	la	funzione	di	misurare	la	corrente	elettrica	che	convertono,	
quindi	misurano	anche	l’intensità	dei	vari	segnali	 luminosi.	Si	crea,	così,	 lo	spettro	di	as-
sorbimento	 dello	 specifico	 campione	 in	 esame	 che	 viene	 inviato	 al	 computer	
dell’analizzatore	dove	vengono	estrapolati	i	dati	e	convertiti	in	concentrazione.	
La	spettroscopia	d’assorbimento	si	basa	sulle	leggi	di	Lambert-Beer,	esse	stabiliscono	che	
l’assorbanza	misurata	per	una	singola	sostanza	è	direttamente	proporzionale	alla	concen-
trazione	di	 tale	sostanza	e	alla	 lunghezza	di	 luce	che	attraversa	 il	campione	 in	cui	 la	so-
stanza	è	contenuta:	 A!λ = εyλ × cy × l	
dove	Ayλ	è	l’assorbanza	della	sostanza	“y”	alla	lunghezza	d’onda	“λ”,	εyλ	è	il	coefficiente	di	
estinzione	della	sostanza	“y”	alla	lunghezza	d’onda	“λ”	(è	costante,	caratteristica	della	so-
stanza),	cy	è	la	concentrazione	della	sostanza	“y”	nel	campione	e	“l”	è	la	lunghezza	d’onda	
luminosa.	
L’assorbanza	(A)	di	una	sostanza	viene	definita	come	il	logaritmo	del	rapporto	tra	intensi-
tà	 luminosa	 prima	 e	 dopo	 il	 passaggio	 attraverso	 la	 sostanza.	 In	 pratica	 viene	 espressa	
come	il	logaritmo	del	rapporto	tra	intensità	luminosa	trasmessa	attraverso	l’acqua	(I0	de-
rivato	dalla	calibrazione	su	specifiche	soluzioni)	e	intensità	luminosa	trasmessa	attraverso	
la	sostanza:	
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A = log I!I 	
Per	campioni	contenenti	più	di	una	sostanza	otticamente	attiva,	l’assorbanza	totale	(Atota-
le)	è	la	somma	delle	assorbanze	di	ogni	singola	sostanza	(l’assorbanza	ha	proprietà	additi-
ve).	Per	esempio,	se	un	campione	contiene	3	sostanze	y1,	y2,	y3,	l’assorbanza	totale	mi-
surata	è		per	il	campione	alla	lunghezza	d’onda	λ1	è:	
A!"!#$%λ1 = A!!λ1 +  A!!λ! + A!!λ! = l × (ε!!λ!cy1 + ε!!λ!c!! + ε!!λ!c!!)	
Se	 ci	 sono	 “Y”	 sostanze	 e	 le	 misurazioni	 vengono	 effettuate	 a	 “n”	 lunghezze	 d’onda,	
l’espressione	generale	viene	riscritta	come	(λn	comprende	le	singole	lunghezze	d’onda):	
A!"!#$%λn = ε!λn!!!! × cy × l	
Aλntotale	può	essere	rappresentata	graficamente	come	una	funzione	di	lunghezza	d’onda	e,	
se	 le	 differenze	 tra	 le	 lunghezze	 d’onda	 sono	 abbastanza	 piccole,	 si	 forma	 uno	 spettro	
continuo.		
		
Fig.	16:	Esempio	di	spettro	d’assorbimento	(immagine	tratta	da	RadiometerTM	2009[14]).	
Per	esempio	nella	 figura	vengono	rappresentati	3	spettri:	 in	rosso	 lo	spettro	di	un	cam-
pione	contenente	O2Hb	pura	alla	quota	di	9,2	mmol/L,	 in	blu	 lo	spettro	di	un	campione	
contenente	HHb	pura	alla	quota	di	0,8	mmol/L	(bassa	concentrazione)	ed	in	verde	lo	spet-
tro	dell’Hb	ossigenata	al	92%	ottenuto	misurando	una	miscela	dei	due	campioni	prece-
denti.	 Si	evidenziano	 la	proprietà	additiva	 (l’assorbimento	 registrato	per	ogni	 lunghezza	
d’onda	formante	lo	spettro	di	un	campione	contiene	il	contributo	di	ogni	singola	sostanza	
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presente	nel	campione)	e	la	continuità	dello	spettro.	
Da	qui,	per	riuscire	a	determinare	la	dimensione	di	ogni	contributo	e,	quindi,	 la	concen-
trazione	di	ogni	sostanza	nel	campione,	viene	usata	l’equazione:	
c! =  K!!!  × A!"!#$%!!!"#!!! 	
dove	Kλny	è	la	costante	specifica	della	sostanza	“y”	alla	lunghezza	d’onda	λn.	Ogni	costante	
è	stata	ottenuta	utilizzando	 l’Analisi	Multivariata	dei	dati	dove	λn,	e	 lo	spettro	ottenuto	
per	le	varie	sostanze	presenti	nei	campioni	di	calibrazione,	vengono	considerati	insieme	ai	
valori	noti	di	queste	specifiche	sostanze.	Vengono	anche	considerate	le	principali	sostan-
ze	fonte	d’interferenza.	
Dalla	precedente	equazione	si	derivano	le	concentrazioni	di	cO2Hb,	cCOHb,	cHHb	(deos-
siemoglobina)	e	cMetHb	(metaemoglobina)	da	cui	poi	si	possono	ottenere:	
ctHb	=	cO2Hb	+	cCOHb	+	cHHb	+	cMetHb	
sO2	=	cO2Hb/ceHb			 con	ceHb	=	cHHb	+	cO2Hb	(emoglobina	efficace)	
La	 concentrazione	 totale	 di	 bilirubina	 nel	 plasma	 (ctBil(P))	 viene	 calcolata	 secondo	
l’equazione:	
ctBil(P)	=											ctBil(B)										.	
1	-	Hct(calcolato)	
dove	ctBil(B)	 è	 la	 concentrazione	misurata	di	 bilirubina	dopo	 la	diluizione	dell’emolisi	 e	
Hct(calcolato)	 è	 l’ematocrito	 calcolato	 con	 l’equazione:	 Hct	 =	 ctHb	 /	 MCHC	 =	 0.0301	
(g/dL)-1	x	ctHb	assumendo	che	l’MCHC	sia	33.2	g/dL	(questo	valore	è	stato	ottenuto	come	
media	di	normalità	per	l’uomo	adulto	di	sesso	maschile).	
Nei	casi	in	cui	ctHb	<	0,75	mmol/L	e	ctHb	<	1	mmol/L,	l’sO2	non	viene	calcolato	mentre	se	
ctHb	>	15,5	mmol/L	non	viene	calcolata	la	ctBil.	
Nel	caso	in	cui	il	valore	dell’Hct	sia	noto	(es.	se	ottenuto	con	altre	metodiche)	è	possibile	
correggere	il	valore	di	ctBil	usando	l’equazione:	
ctBil(corretto)	=	ctBil	×	[1	-	ctHb	×	0.0301	/	1	-	Hct(noto)]	
1.3.3	-	CURVA	DI	DISSOCIAZIONE	dell’OSSIGENO	(ODC)	
La	 curva	 di	 dissociazione	 dell’ossigeno	 od	 ODC	 (anche	 detta	 curva	 di	 dissociazione	
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dell’emoglobina	 o	 dell’ossiemoglobina)	 è	 uno	 strumento	 matematico	 che	 consente	 di	
rappresentare	 schematicamente	 la	 correlazione	 diretta	 tra	 pO2,	 sO2	 e	 O2Hb	 insieme	
all’influenza	che	vari	parametri	hanno	su	questa	correlazione	(vedi	Fig.	2	e	17).	La	ODC	è	
alla	base	delle	metodiche	di	misurazione,	calcolo	ed	interpretazione	clinica	dei	parametri	
ossimetrici[3][12][14].	
	
Fig.	17:	ODC	in	condizioni	standard	ed	in	caso	di	variazioni	di	temperatura,	pCO2	e	pH.	È	
evidente	come	aumenti	di	temperatura,	pCO2	e	concentrazione	di	2-3-Difosfoglicerato,	in-
sieme	all’acidosi,	provochino	uno	spostamento	a	destra	della	curva	(immagine	tratta	da	
DiBartola	2012[12]).	
L’emogasanalizzatore	utilizza,	per	 la	realizzazione	della	ODC,	alcuni	parametri	preceden-
temente	non	analizzati	 come:	 p50	 (pressione	parziale	di	ossigeno	al	50%	di	 saturazione	
nel	sangue),	FMetHb	(frazione	di	metaemoglobina	calcolata	come	cMetHb/ctHb),	FCOHb	
(frazione	di	carbossiemoglobina	calcolata	come	cCOHb/ctHb),	FHHb	(frazione	di	deossie-
moglobina	calcolata	come	cHHb/ctHb),	FHbF	(frazione	di	emoglobina	fetale	calcolata	co-
me	cHbF/ctHb).	
La	p50	rappresenta	l’affinità	dell’emoglobina	per	l’ossigeno	ed	è	un	fattore	essenziale	per	
il	rilascio	di	O2	ai	tessuti	(insieme	al	gradiente	di	O2	tra	letto	capillare	e	tessuti).	In	termini	
matematici	essa	descrive	la	posizione	della	ODC	nello	spazio	(S,P).	Con	un	aumento	della	
p50,	causato	per	es.	da	un’acidosi,	si	ha	uno	spostamento	a	destra	della	ODC	ed	un	mag-
gior	rilascio	di	ossigeno	ai	tessuti.	Viceversa,	una	riduzione	della	p50,	causata	per	es.	da	
un’alcalosi,	provoca	uno	spostamento	a	sinistra	della	ODC	e	facilita	l’assunzione	di	ossige-
no	da	parte	dei	polmoni,	specialmente	in	presenza	di	una	pO2	bassa.	Questo	parametro	
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viene	utilizzato	soprattutto	nelle	analisi	su	sangue	arterioso	e	viene	espresso	anche	come	
p50(st),	 quando	 ottenuto	 in	 condizioni	 standard	 (pH	 =	 7.40,	 pCO2	 =	 5.33	 kPa,	 FCOHb,	
FMetHb,	FHbF	=	0	e	cDPG	=	5	mmol/L),	o	p50(reale),	quando	ottenuto	da	misurazioni	fuo-
ri	dallo	standard[3][5][14].	
L’equazione	base	con	cui	l’analizzatore	genera	la	curva	è:	
y	-	y0	=	(x	-	x0)	+	h	×	tanh	[k0	(x	-	x0)]	
con:		y	=	loge	(S/1-	S)	
y0	=	loge	(S0/1-	S0)	di	cui	S0	=	0.867	
x	=	loge	p	
x0	=	x00	+	a	+	b		=	[loge	(P00)	+	a	+	b]	di	cui	P00	=	7	KPa	(52.50	mmHg)	
h	=	h0	+	a		 di	cui	h0	=	3.5	
k0	=	0.5343	
y0	e	x0	sono	le	coordinate	di	p50(st)	e	rappresentano	la	posizione	standard	della	ODC	nel	
sistema	generico	di	coordinate	(y	=	loge	(S/(1	-	S))	e	x	=	loge(P)).	Per	la	specie	umana	il	va-
lore	standard	di	p50	è	3.578	kPa,	tradizionalmente	considerato	il	valore	più	probabile	di	
p50	per	 gli	 adulti	 in	 condizioni	 standard:	 pH	 =	 7.40,	pCO2	 =	 5.33	 kPa,	FCOHb,	FMetHb,	
FHbF	=	0	e	cDPG	=	5	mmol/L.	
I	simboli	“a”	e	“b”	riflettono	lo	spostamento	della	ODC	dalla	posizione	standard	alla	posi-
zione	reale	nel	sistema	di	coordinate	(y,x):	“a”	descrive	lo	spostamento	a	37°C	(T0)	dovuto	
a	tutte	le	cause	considerate,	“b”	descrive	lo	spostamento	aggiuntivo	dovuto	all’eventuale	
differenza	tra	la	temperatura	del	soggetto	ed	i	37°C	(T°C).	Quindi	rappresentano	anche	la	
variazione	di	p50	dal	suo	valore	standard	(p50(st))	a	quello	reale	(p50(reale)).	
Per	 un	 dato	 campione,	 la	 posizione	 reale	 della	 ODC	 viene	 determinata	 nel	 sistema	 di	
coordinate	(S,P)	in	tre	momenti:	1)	Calcolo	dell’effetto	combinato	di	tutte	le	cause	note	di	
spostamento	(ac)	sulla	posizione	standard	della	ODC	(a	37°C);	2)	Calcolo	dello	spostamen-
to	della	ODC	perché	passi	attraverso	p50(st)	avente	serie	nota	di	coordinate	(S0,P0)	(a6);	
3)	 Calcolo	 dello	 spostamento	 provocato	 dalla	 differenza	 di	 temperatura	 tra	 soggetto	 o	
condizioni	standard	(b).	Di	conseguenza	si	ha	che:	
x	-	x0	=	loge	(P/7)	-	a	-	b		
con	a	=	ac	+	a6		e	b	=	0.055	×	(T°C	-	T0)	.	Nell’equazione	di	“a”:	ac	=	a1	+	a2	+	a3	+	a4	+	a5	
a1	=	−0.88	×	(pH	−	7.40),	a2	=	0.048	×	loge	(pCO2	/	5.33),	a3	=	−0.7	×	FMetHb,	a4	=	(0.06	–	
0.02	FHbF)	×	(cDPG	−	5),	a5	=	−025	×	FHbF.	
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Che	diviene:	
P	=	pCO2	+	M	+	pCO	
con	(M	+	pCO)	ottenuta	dall’equazione	di	Heldane	[pO2/cO2Hb	=	M	×	pCO/cCOHb]	che,	in-
tegrata	nelle	precedenti,	diviene:	
P	=	[pO2	+	(pO2/sO2)	×	(FCOHb/1	-	FCOHb	-	FMetHb]	
pO2	=	P	×		[sO2	×	(	1	-	FCOHb	-	FMetHb)]	
1	-	FCOHb	
L’ordinata	“s”	può	essere	definita	come	la	saturazione	di	emoglobina	in	combinazione	tra	
ossigeno	e	monossido	di	carbonio	e	viene	descritta	dall'equazione:	
S	=										(cO2Hb	+	cCOHb)									=				sO2	×	(1	-	FCOHb	-	FMetHb)	+	FCOHb		 da	cui:	
(cO2Hb	+	cCOHb	+	cHHb)		 1	-	FMetHb	
sO2	=	S	×	(1	-	FMetHb	-	FCOHb)	
1	-	FCOHb	–	FMetHb	
Nella	pratica	prima	di	 tutto	vengono	eseguite	 le	misurazioni	 sul	 campione	per	ottenere	
pO2	ed	sO2.	Successivamente,	in	base	al	valore	di	sO2:	
a) Con	sO2	<	0.97	à	viene	calcolato	lo	spostamento	“ac”	della	ODS(st)	(Fig.	18	punto	I)	
dovuto	a	tutti	i	parametri	misurati	che	differiscono	dallo	standard	e	vengono	calco-
late	le	coordinate	(S0,P0)	della	p50(st),	cioè	della	p50	che	avrebbe	il	campione	se	si	
trovasse	in	condizioni	standard	di	pH,	pCO2,	temperatura,	…	(se	non	sono	note	
FCOHb	e	FMetHb,	vengono	usati	i	valori	di	default),	tramite	le	equazioni	P	=	pO2	+	
(pO2/sO2)	×	[FCOHb/	1	-	FCOHb	-	FMetHb]	ed	S	=	[(cO2Hb	+	cCOHb)	/	(cO2Hb	+	
cCOHb	+	cHHb)]	(Fig.	18	punto	II).	La	curva	viene,	in	fine,	spostata	di	“a6”	perché	
passi	da	(S0,P0)	(Fig.	18	punto	III).	
(I) 	 (II) 	 (III) 	
Fig.	18:	Calcolo	della	ODC	reale	quando	la	sO2	<	0.97	
b) Con	sO2	>	0.97	ed	inserimento	manuale	di	p50(st)	à	La	ODC	standard	(Fig.	19	punto	
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I)	viene	spostata	di	“a6”	perché	passi	dalle	coordinate	(P0,	S0)	(Fig.	19	punto	IV).	In	
questo	caso	le	coordinate	vengono	derivate	da	(0.5,p50(st))	modificando	le	equa-
zioni		p	=	pO2	+	(pO2/sO2)	×	[FCOHb/1	-	FCOHb	-	FMetHb]	e	s	=	[(cO2Hb	+	cCOHb)	/	
(cO2Hb	+	cCOHb	+	cHHb)].	In	questa	posizione	la	ODC	riflette	la	p50(st)	del	soggetto	
se	si	trovasse	in	condizioni	standard.	In	fine	la	curva	viene	spostata	alla	posizione	
reale	di	“ac”	(Fig.	19	punto	V).	Questa	posizione	riflette	la	p50(reale)	del	soggetto.	
(I) 	 (IV) 	 (V) 	
Fig.	19:	Calcolo	della	ODC	reale	quando	la	sO2	>	0.97	e	viene	inserita	la	p50(st)	
c) Se	sO2	>	0.97	ma	non	viene	 inserita	 la	p50(st)	à	Dalla	posizione	standard	(Fig.	20	
punto	I)	la	ODC	viene	spostata	alla	posizione	definitiva,	considerata	come	reale,	gra-
zie	alla	stima	dello	spostamento	“ac”	a	partire	dalla	posizione	standard	e	dai	valori	
reali	di	pH,	pCO2,	FCOHb,	FMetHb	e	FHbF	(Fig.	20	punto	VI).	
(I)	 	 (VI) 	
Fig.	20:	Calcolo	della	ODC	reale	quando	la	sO2	>	0.97	ma	non	viene	inserita	la	p50(st)	
Ottenuta	 la	 ODC	 definitiva,	 il	 calcolo	 di	 una	 qualunque	 serie	 di	 coordinate	 può	 essere	
schematizzato	come	segue:	
S	=	ODC(P,	A,	T°C)	 P	=	ODC(S,	A,	T°C)	
In	questo	modo	viene	semplificata	la	rappresentazione	della	relazione	tra	sO2	(S),	pO2	(P),	
spostamento	(A)	e	temperatura	del	soggetto	(T°C).	Per	calcolare	S	o	P	devono	essere	note	
le	altre	variabili.	
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Ne	deriva	anche	che	p50	=																																				P																																							.	
1+	[FCOHb	/	0.5	×	(1	-	FCOHb	-	FMetHb)]	
1.3.4	 -	 EQUAZIONI	PER	 I	 PARAMETRI	DERIVATI	 E	PER	 LE	CORRE-
ZIONI	IN	BASE	ALLA	TEMPERATURA	
Pressione	parziale	di	ossigeno	corretta	in	base	alla	temperatura	–	pO2(T)	
Come	spiegato	nel	paragrafo	1.5.3,	la	pO2(T)	può	essere	derivata	dalla	ODC	reale	seguen-
do	l’equazione	semplificata	P	=	ODC(S,	A,	T°C):	
ti(T°C)=	ctHb	×	(1-	FCOHb	-	FMetHb)	×	sO2,i(T°C)	+	αO2(T°C)	×	pO2(T)	
in	questo	modo	S	si	trova	in	sO2,i(T°C)	=	[S	×	(1	-	FMetHb	-	FCOHb)]	/	(1-	FCOHb	-	FMetHb),	
A	=	ac	-	1.04	×	(∂pH/∂T)	×	(T°C	-	37)	con	(∂pH/∂T)	=	−	1.46	×	10−2	-	6.5	×	10−3	×	(pH(37)	-	
7.4)	e	T°C	viene	inserita.	Inoltre	pO2(T)	=	P	/	[1	+	(FCOHb	/	sO2,i(T°C)	×	(1-	FCOHb	-	FMe-
tHb))]	e	αO2(T°C)	=	9.83	×	10-3	e[-1.15	×	10^-2	×	(T°C	–	37)	+	2.1	×	10^-4	×	(T°C	–	37)^2].	
Quando	ti(T°C)	=	ti(37)	allora	pO2(T)	=	pO2(37).	
Pressione	parziale	di	anidride	carbonica	corretta	in	base	alla	temperatura	–	pCO2(T)	
pCO2(T)	=	pCO2(37)	×	10^[0.021	×	(T°C	-	37)]	
Saturazione	dell’emoglobina	–	sO2	
sO2	=	S	×	(1	-	FMetHb)	–	FCOHb	
1-	FCOHb	-	FMetHb	
come	visto	nella	sezione	1.5.3,	S	=	ODC(P,A,T)	di	cui	P	=	pO2	+	[(pO2	×	FCOHb)	/	sO2	×	(1	-	
FCOHb	-	FMetHb)];	A	=	a	=	ac	+	a6;	T	=	37°C.	
Ematocrito	-	Hct	
Hct	=	(0.0485	×	ctHb)	+	(8.3	×	10-3)		
In	questa	equazione	si	assume	l’MCHC	=	33.2	g/dL,	valore	normale	nell’uomo	adulto.	
pH	corretto	in	base	alla	temperatura	–	pH(T)	
pH(T)	=	pH(37)	–	[0.0146	+	0.0065	×	(pH(37)	–	7.40)]	[T°C	-	37]	
Concentrazione	totale	di	anidride	carbonica	–	ctCO2	
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ctCO2(P)	=	0.23	×	pCO2	+	cHCO3-(P)	
ctCO2(B)	=	9.286	×	10-3	×	pCO2	×	ctHb	×	[1	+	10^(pHEry	-	pKEry)]	+	ctCO2(P)	×	[1	-	(ctHb/21)]		
dove	(P)	=	plasma,	(B)	=	sangue,	pHEry	=	7.19	+	0.77	×	(pH	-	7.40)+	0.035	×	(1	–	sO2)	e	pKEry	
=	6.125	–	log	[1+10^(pHEry	–	7.84	–	0.06	×	sO2)].	
Bicarbonato	–	cHCO3-	
cHCO3-(P)	=	0.23	×	pCO2	×	10(pH	–pKp)	
con	pKp	=	6.125	–	 log	(1	+	10(pH[]	–	[]8.7)).	cHCO3-(P)	è	 il	Bicarbonato	plasmatico.	 Il	simbolo	
“[]”	presente	nell’esponente	del	pKp	 indica	 la	presenza	di	un	dato	mancante	che	non	è	
stato	possibile	recuperare.	
cHCO3-(P,st)	=	24.47	+	0.919	×	Z	+	[Z	×		a'	×	(Z	-	8)]	
con	a'	=	4.04	×	10-3	+	4.25	×	10-4	×	ctHb	e	Z	=	cBase(B)	-	0.3062	×	ctHb	×	(1-	sO2).	Il	cHCO3-
(P,st)	è	 il	Bicarbonato	Standard,	cioè	 la	concentrazione	di	carbonato	d’idrogeno	nel	pla-
sma,	quando	il	sangue	viene	equilibrato	con	una	miscela	di	gas	a	37°C,	pCO2	=	40	mmHg	e	
pO2	≥	100	mmHg.	
Anion	Gap	–	AG	
AG	=	cNa+	-	cCl-	-	cHCO3-(P)	
AG,	K+	=	cNa+	+	K+	-	cCl-	-	cHCO3-(P)	
Deficit/Eccesso	di	Basi	–	cBase	
cBase(B)	=	0.5	x	[(8a'-0.919)/a']	+	0.5	√[((8a'-0.919)/a')2	-	4	x	(24.47	-	cHCO3-(5.33)/	a')]		
con	 a'	 =	 4.04	 ×	 10-3	 +	 4.25	 ×	 10-4	 ctHb,	 cHCO3-(5.33)	 =	 0.23	 ×	 5.33	 ×	 10^(pHst	 -	 6.161/	
0.9524),	pHst	=	pH	+	log	(5.33/pCO2)	×	[(pHHb	-	pH)	/	(log	pCO2Hb	–	log	(7.5006	pCO2))],	
pHHb	=	4.06	×	10-2	ctHb	+	5.98	–	1.92	×	10(-0.16169	x	ctHb),	log	(pCO2Hb)	=	-1.7674	×	10-2	ctHb	
+	3.4046	+	2.12	×	10(-0.15158	x	ctHb).	
Il	cBaseEcf	è	pari	al	cBase(B)	quando	la	ctHb	=	3	mmol/L.	
Osmolalità	–	mOsm	
mOsm	=	2cNa+	+	cGlu	
1.4	-	ERRORE	PREANALITICO	
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1.4.1	-	Controllo	di	qualità	ed	Errore		
Il	controllo	di	qualità	è	l’insieme	delle	procedure	necessarie	per	una	valutazione	continua	
dell’attendibilità	dei	risultati	ottenuti,	per	ogni	strumento	all’interno	di	un	laboratorio,	e	
hanno	lo	scopo	di	minimizzare	l’errore	di	ogni	test	di	laboratorio[5][24][25][26][27].	
Il	processo	di	analisi,	e	quindi	di	controllo	qualità,	per	ogni	strumento	di	ogni	laboratorio	
si	 divide	 in	 tre	 fasi:	 pre-analitica	 (richiesta,	 preparazione	 del	 soggetto	 e	 del	 materiale,	
campionamento,	 trasporto	 e	 conservazione	 del	 campione),	 analitica	 (misurazione	
dell’analita	e	refertazione)	e	post-analitica	(tutti	gli	eventi	successivi	alla	generazione	del	
risultato	dell’analisi,	compresa	l’interpretazione	clinica)[5][24][25][26][27][28][29].	
Il	controllo	di	qualità	delle	varie	fasi	prevede:	- Controllo	Interno	=	stabilito	dal	laboratorio	su	cadenza	periodica.	Si	divide,	a	sua	volta,	
in	un	controllo	di	qualità	continuo	e	uno	a	lungo	termine.	Il	Controllo	di	qualità	conti-
nuo	consiste	nel	 realizzare	e	seguire	 la	POS	 (Procedura	Operativa	Standard)	che	per-
mette	di	 identificare	errori	 sistematici	 (bias)	e	 random	nel	quotidiano.	 Il	Controllo	di	
qualità	 a	 lungo	 termine	 considera	 l’andamento	 complessivo	 dei	 risultati	 delle	 analisi	
mediante	valutazione	di:	Precisione,	Accuratezza,	Specificità	e	Sensibilità[24][26].	- Controllo	Esterno	=	garantisce	l’omogeneità	dei	risultati	tra	diversi	laboratori	che	ana-
lizzano	il	medesimo	analita	e	possono	usare	o	meno	stesse	procedure	e	strumentazio-
ni.	Permette	di	implementare	il	controllo	di	qualità	a	lungo	termine[24][26].	
Ognuna	delle	fasi	del	processo	di	analisi	può	essere	affetta	da	errore,	definibile	come	“il	
fallimento	 di	 un’azione	 pianificata	 o	 l’utilizzo	 sbagliato	 di	 un	 piano	 per	 raggiungere	 un	
obiettivo,	verificatosi	 in	ogni	 fase	del	ciclo	di	 laboratorio,	dalla	 richiesta	degli	esami	alla	
formulazione	 dei	 risultati	 e	 dalla	 loro	 corretta	 interpretazione”	 secondo	 l’International	
Organization	for	Standardization	(ISO)[27][29].	
In	medicina,	umana	e	veterinaria,	è	la	fase	pre-analitica	quella	più	soggetta	ad	errore	per-
ché	si	svolge	prevalentemente	all’esterno	del	laboratorio	ed	è	difficilmente	standardizza-
bile.	L’Errore	preanalitico	è	quell’errore,	che	si	presenta	nel	risultato	dell’analisi,	dovuto	a	
numerose	 variabili	 della	 fase	 preanalitica	 non	 automatizzabili	 e	 non	 eliminabili	 come	 il	
paziente,	 l’operatore,	 la	tecnica	di	esecuzione	del	campionamento,	 il	tempo	e	il	metodo	
di	 conservazione	 e	 possibili	 altri	 fattori	 non	 prevedibili	 a	 priori.	 Questo	 errore,	 se	 non	
considerato	con	attenzione,	può	portare	 il	 clinico	ad	emettere	una	diagnosi	errata	e	ad	
intraprendere	un’errata	terapia	con	possibile	esito	infausto	per	il	paziente[2][18][19][26][30].	
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Nella	fase	analitica	l’errore	è	minimizzabile	seguendo	attentamente	le	corrette	procedure	
di	utilizzo	di	ogni	strumento	(calibrazione,	pulizia,	ricambio	materiali	di	consumo,	manu-
tenzione)	insieme	alla	POS[5][24][25][26].	
Nella	fase	post-analitica	il	test	è	stato	eseguito	e	gli	errori	potrebbero	riguardare:	trascri-
zione	dei	dati,	scambio	dei	risultati	tra	due	pazienti,	 interpretazione	clinica	errata	dei	ri-
sultati.	 La	maggior	parte	di	 questi	 errori	 può	essere	eliminata	 con	una	 corretta	POS	ed	
una	buona	preparazione	da	parte	del	medico[5][24][25][26]. 
1.4.2	-	Errore	preanalitico	nell’emogasanalisi	
1. Preparazione	prima	del	campionamento	
Preparazione	del	paziente	:	condizioni	respiratorie	stabili,	eseguire	il	prelievo	al	paziente	
più	calmo	e	rilassato	possibile	(evitare	l’iperventilazione	da	stress)[18][5].	
Scelta	di	sede	e	tipo	di	prelievo	:	preferire	il	campionamento	arterioso	a	livello	di	arteria	
brachiale	e	femorale,	non	valutare	l’ossigenazione	su	campioni	venosi	o	misti,	preferire	il	
prelievo	venoso	a	livello	di	vena	giugulare	rispetto	alla	vena	cefalica	(più	è	grande	la	vena	
minori	saranno	le	interferenze	di	eventuali	patologie	locali),	fare	attenzione	a	non	provo-
care	 il	mescolamento	di	 sangue	arterioso	e	venoso	durante	 il	prelievo,	 scegliere	 il	 cam-
pionamento	capillare	a	livello	auricolare	o	buccale	in	soggetti	di	piccola	taglia	o	toy[2][18][6].	
Preparazione	del	materiale	d’uso:		
• Preferire	sempre	l’uso	di	siringhe	eparinate	a	quello	di	siringhe	tal	quali	e	provette	con	
anticoagulante	(eccessiva	esposizione	all’aria)[5][6].	
• Scelta	corretta	dell’eparina.	Deve	essere	bilanciata	per	gli	elettroliti	 (cioè	pre-titolata	
con	cationi)	altrimenti	ne	falsa	la	misurazione	perché	tende	a	legarsi	ai	cationi	(Na+,	K+,	
Ca2+)	o	ne	contiene	elevate	quantità	(es.	 l’eparina	sodica	contiene	circa	160	mEq/L	di	
Na+	e	166	mEq/L	di	Cl-	e	provoca	notevoli	artefatti	nei	valori	di	questi	analiti	se	in	con-
centrazione	maggiore	del	3,9%).	 Il	Ca2+	è	 l’elettrolita	più	sensibile	all’impiego	di	anti-
coagulanti	sbagliati	perché	viene	chelato	da	ossalato,	citrato,	EDTA,	sodio	e	litio	epari-
na	 con	 conseguente	 riduzione	 dalla	 sua	 concentrazione	mentre	 la	 zinco	 eparina	 ne	
causa	un	falso	aumento	legandosi	ai	siti	reattivi	per	il	Ca2+	delle	proteine.	Il	K-EDTA	non	
deve	essere	utilizzato	anche	perché	determina	livelli	falsamente	elevati	di	K+[3][4][5][6][15].	
• Eparinizzare	 in	modo	 corretto	 la	 siringa.	 È	 essenziale	 eliminare	 più	 eparina	 possibile	
dalla	siringa	perché	altrimenti	il	campione	verrebbe	diluito,	soprattutto	nel	caso	di	si-
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ringhe	da	1	ml,	con	sottostima	dei	parametri	di	oltre	il	10%	(consigliata	una	concentra-
zione	effettiva	di	20	UI/ml).	Inoltre	si	deve	considerare	che	la	soluzione	di	eparina	ha	
un	pH	di	6.66,	una	pCO2	di	circa	5	mmHg	e	può	avere	una	pO2	pari	a	quella	atmosferica	
(circa	150	mmHg)	che	possono,	in	caso	di	eccesso,	influenzare	gli	stessi	parametri	nel	
campione.	Anche	una	scarsa	eparinizzazione	deve	essere	evitata	perché	può	determi-
nare	la	formazione	di	coaguli	che	danneggiano	l’analizzatore	e	causano	determinazioni	
inaccurate	di	pCO2,	pH	ed	emoglobina[2][3][5][6][15].	
• Considerare,	ed	evitare	quando	possibile,	la	presenza	di	sostanze	che	possono	interfe-
rire	con	le	metodiche	di	analisi	(vedi	Tab.	3).	
2. Campionamento	
Eseguire	il	prelievo	correttamente,	in	modo	continuo	e	rapido.	Prelevare	una	quantità	di	
sangue	adeguata	in	rapporto	all’anticoagulante,	comunque	non	meno	di	35	µL.	
Eliminare	 immediatamente	eventuali	bolle	d’aria	perché	provocano	alterazioni	di	 alcuni	
parametri	 (vd.	 tabella	 3)	 soprattutto	 in	 campioni	 conservati	 e/o	 agitati.	 Le	 bolle	 d’aria	
possono	provocare	un	aumento	della	pO2	fino	a	150	mmHg,	una	riduzione	della	pCO2	ed	
un	aumento	del	pH	(a	cui	consegue	riduzione	del	Ca2+	per	aumento	della	quota	legata	alle	
proteine)[2][18].	
Miscelare	bene	il	campione	con	l’anticoagulante	subito	dopo	il	prelievo,	agitando	e	ruo-
tando	la	siringa,	onde	evitare	la	formazione	di	coaguli.	Attenzione	a	non	esagerare	altri-
menti	si	corre	 il	rischio	di	provocare	emolisi.	L’emolisi	determina	fuoriuscita	di	elementi	
cellulari	 come	 il	 K+	 (concentrazione	endocellulare	20	 volte	maggiore	di	 quella	 ematica),	
che	ne	alterano	in	eccesso	le	misurazioni,	e	diluizione	dei	soluti	del	campione	(riduzione	
della	concentrazione	di	Na+,	Cl-	e	Ca2+)[3][5][15].	
Evitare	di	provocare	la	formazione	di	coaguli	che	potrebbero	causare	misurazioni	impreci-
se	e	danni	all'analizzatore:	utilizzare	esclusivamente	dispositivi	di	prelievo	pre-eparinati;	
utilizzare	sufficienti	concentrazioni	di	eparina	ma	non	eccedere	per	evitare	diluizione	(la	
concentrazione	 raccomandata	dipende	dal	dispositivo	di	 prelievo	e	dallo	 specifico	 cam-
pione	di	sangue);	usare	eparina	bilanciata	per	gli	elettroliti	per	ridurre	al	minimo	l'errore	
sistematico	che	potrebbe	provocare	un’eparina	sbilanciata[18].	
Non	aggiungere	fluoruro	di	sodio	ai	campioni	di	sangue	poiché	provoca	risultati	erronea-
mente	elevati	di	cNa+	ed	erroneamente	bassi	di	cCa2+,	cGlucosio	e	cLattato.	Inoltre	il	fluo-
ruro	di	sodio	danneggia	gli	elettrodi	di	Glucosio	e	Lattato[18].	
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3. Trasporto	
Limitare	al	minimo	il	tempo	di	trasporto	per	evitare	le	modificazione	legate	alla	conserva-
zione	 (punto	 4	 della	 lista).	Non	 trasferire	 il	 campione	da	 un	 contenitore	 ad	un	 altro	 se	
possibile	(eccessivo	contatto	con	l’aria).	Mantenere	in	agitazione	moderata	la	siringa	per	
favorire	il	miscelamento	dell’anticoagulante	ed	evitare	la	sedimentazione.	Non	refrigerare	
o	surgelare	il	campione	se	possibile	(rischio	di	rottura	delle	cellule	ed	alterazione	di	molti	
parametri,	 vedi	 conservazione).	 Evitare	 il	 trasporto	 pneumatico	 attraverso	 tubi	 perché	
l’accelerazione	e	lo	scuotimento	determinano	una	aumento	della	pO2[2][5][18].	
4. Conservazione	
Quando	possibile	evitare	la	conservazione.	Se	necessario	limitare	l’attesa	ad	un	massimo	
di	5-10	minuti	con	mantenimento	a	temperatura	ambiente	(in	modo	particolare	se	desi-
dera	misurare	la	pO2	e	l’sO2).	Se	l’attesa	supera	i	10	minuti	il	campione	deve	essere	con-
servato	in	acqua	ghiacciata	a	4°C,	in	tal	modo	sembra	possibile	una	conservazione	fino	al-
le	6	ore	senza	significative	alterazioni;	va	ricordato,	comunque,	che	 le	siringhe	standard	
sono	parzialmente	permeabili	ai	gas	e	tale	permeabilità	aumenta	alle	basse	temperature	
(le	siringhe	in	vetro	non	hanno	questo	difetto).	Questo	a	meno	che	il	dispositivo	di	cam-
pionamento	utilizzato	non	abbia	una	chiusura	ermetica	 (siringhe	con	 innesto	Luer	Lock,	
provette	 sottovuoto)	 che	consente	 la	 totale	anaerobiosi,	 allora	è	possibile	 conservare	 il	
campione	a	temperatura	ambiente	fino	a	30	minuti	senza	osservare	alterazioni.	Per	atte-
se	maggiori	 di	 5	minuti	 il	 campione	 va	 agitato	 con	moderazione	 per	 almeno	 1	minuto	
prima	di	eseguire	l’analisi	in	modo	da	riportare	in	sospensione	le	cellule[2][5][15][18].	
Si	deve	sempre	 ricordare	che,	 in	 caso	di	 conservazione	prolungata	del	 campione	ed	es-
sendo	sangue	intero,	è	possibile	osservare	un	aumento	dei	livelli	di	Lattato	per	il	residuo	
metabolismo	in	vitro	delle	cellule,	ne	consegue	una	riduzione	di	O2	(per	consumo)	ed	un	
aumento	della	CO2	(per	produzione)	con	abbassamento	del	pH.	Queste	alterazioni	vengo-
no	aggravate	dalla	presenza	di	policitemia,	leucocitosi	e/o	trombocitosi,	anche	con	tempi	
di	conservazioni	 ridotti.	È	possibile,	anche,	un	aumento	del	K+	per	diffusione	 legato	alla	
prolungata	esposizione	alle	cellule	che	ne	contengono	in	elevate	quantità[2][5][6][15][23].	
5. Subito	prima	del	trasferimento	del	campione	all'analizzatore	
Identificare	 il	 campione	 ed	 inserire	 correttamente	 tutti	 i	 dati	 del	 paziente.	 Fornire	
all’analizzatore	 la	 temperatura	del	 soggetto,	perché	 influisce	notevolmente	 sui	 valori	 di	
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pH,	pCO2	e	pO2	(elevate	temperature	aumentano	i	gas	e	riducono	il	pH,	viceversa	le	basse	
temperature),	e	la	FiO2	quando	diversa	da	quella	atmosferica	come	accade	in	corso	di	os-
sigenoterapia	(la	ventilazione	artificiale	può	portare	la	pO2	a	superare	i	400	mmHg	e	de-
termina	 alterazioni	 di	 pCO2	 e	 pH,	 rendendo	 l’ossimetria	 clinicamente	 non	
attendibile)[5][6][18].	
Tab.	3:	Cause,	tipo	d’interferenza	e	possibili	misure	preventive	nell’emogasanalisi	
	
Causa	di	errore	 Principali	parametri	
alterati	
Motivo	e	Misure	preventive	
Bolle	d'aria	nel	cam-
pione	
pO2,	pCO2,	pH,	Cl-	
Interferenza	con	l’elettrodo.	Rimuovere	
immediatamente	le	bolle	d'aria[2][5][18].	
Coaguli	nel	campione	 pH	
Eseguire	correttamente	il	campionamen-
to.	Scegliere	l’anticoagulante	giusto	e	nel-
le	giuste	proporzioni.	Utilizzare	la	trappola	
per	coaguli[18].	
Campioni	sedimentati	 ctHb,	pO2,	pCO2	
La	quota	di	sangue	analizzato	non	è	rap-
presentativa.	Agitare	il	campione	prima	di	
trasferirlo	all’analizzatore[5][18].	
Emolisi	 cK+,	cCa2+,	cNa+,	cCl-	
Diluizione	e	liberazione	di	ioni	endocellu-
lari.	Fare	attenzione	all’esecuzione	del	
prelievo,	mescolare	con	moderazione,	
non	conservare	per	più	di	5	minuti[2][5][18].	
Torbidità	(lipemia,	te-
rapia	anti-lipidica	in	
medicina	umana)	
Parametri	ossime-
trici	(ctHb)	
Interferenza	nella	misurazione	spettrofo-
tometrica.	Evitare	quando	possibile[5][18].	
Diluizione	da	eparina	
liquida	
pO2,	pCO2,	ctHb,	
cHCO3-,	Elettroliti,	
Metaboliti	
Usare	dispositivi	pre-eparinati	con	eparina	
liofilizzata[5][6][18].	
Interferenza	dell'epa-
rina	
Elettroliti	(++	cCa2+)	
Usare	eparina	bilanciata	per	gli	
elettroliti[5][6][18].	
Altri	anticoagulanti	
Elettroliti	
Metaboliti	(cGlu,	
cLat)	
Gli	anticoagulanti	che	contengono	sali	di	
sodio	danno	risultati	erroneamente	eleva-
ti	della	cNa+.	Il	fluoruro	di	sodio	con	o	sen-
za	EDTA	e	l'ossalato	(di	sodio)	influenzano	
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i	risultati	di	cGlu.	Il	fluoruro	di	sodio	forni-
sce	risultati	erroneamente	elevati	di	cNa+	
e	bassi	di	cCa2+,	cGlu	e	cLat.	Il	citrato	tri-
sodico	influenza	i	risultati	di	cNa+,	cK+,	
cGlu	(riduce)	e	cLat	(aumenta).	Non	utiliz-
zare	EDTA	poiché	conduce	a	risultati	errati	
di	pH,	pCO2,	cNa+,	cK	+	e	cCa2+,	inoltre	ri-
duce	la	durata	dell'elettrodo	del	
cCa2+[5][14][18].	
Usare	solo	eparina	bilanciata,	liofila	prefe-
ribilmente	di	litio	o	sodio	(ma	attenzione	
all’interferenza	con	il	cNa+)[5][18].	
Sangue	arterioso	mi-
sto	a	sangue	venoso	
pO2,	sO2,	pH	
Usare	una	tecnica	di	campionamento	ido-
nea[18].	
Instabilità	del	paziente	
Parametri	ossime-
trici,	pH	
1. Eseguire	il	prelievo	almeno	20’	dopo	la	
regolazione	della	ventilazione.	Tranquilliz-
zare	il	soggetto	farmacologicamente	se	
necessario[5][18].	
Esposizione	a	luce	arti-
ficiale	o	solare	
ctBil	
Evitare	la	conservazione	del	
campione[14][18].	
Soluzione	in	infusione	
nello	stesso	arto	
Elettroliti	e	metabo-
liti	
Fare	attenzione	ad	aver	arrestato	l'infu-
sione	per	un	certo	periodo	di	tempo	o	uti-
lizzare	un	altro	sito	di	prelievo[5][18].	
Alotano,	Isofluorano	e	
Protossido	d’azoto	
(NO)	
pO2,	pH	
Diffondono	attraverso	le	membrana	degli	
elettrodi	di	vecchio	tipo	e	vengono	ridotti	
insieme	all’O2.	Evitare	di	eccedere	la	dose	
di	Alotano	oltre	il	3%	(inaffidabilità	della	
pO2)	-	4%	(inaffidabilità	anche	del	pH)	
perché	interferisce	con	gli	elettrodi[2][5][14]	
Blu	di	metilene,	HiCN,	
idrossicobalamina	
(medicazione)	
Parametri	ossime-
trici	(ctHb)	
Interferenza	nella	misurazione	spettrofo-
tometrica.	Evitare	quando	possibile[2][5]	
Anioni	(Br,	I-,	S2-,	ClO4-)	
e	farmaci	(salicilato	e	
tiocianato)	
cCl-	
Risultati	erroneamente	elevati	per	interfe-
renza	con	l’elettrodo[5][18].	
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Acido	tiocianico	
(prodotto	di	degradazio-
ne	di	nitroprusside	e	tio-
solfato	nell’	avvelena-
mento	da	Cianuro)	
Metaboliti	(cGlu	e	
cLat)	
Misurazioni	erroneamente	elevate[5][18]	
Glicole	etilenico	 cLat		
Misurazioni	erroneamente	elevate	(il	gli-
colato	o	Ac	Glicolico,	principale	metaboli-
ta	del	glicole	etilenico,	è	chimicamente	
simile	al	lattato[18][23])	
Fluidoterapia	con	Rin-
ger	Lattato	
pH,	cLat	
Misurazioni	erroneamente	elevate	di	cLat	
in	caso	di	prelievo	da	catetere	non	corret-
tamente	svuotato	durante	fluidoterapia.	
Misurazioni	erroneamente	elevate	del	pH	
(il	lattato	contenuto	nella	soluzione	viene	
metabolizzato	a	glucosio	oppure	ossidato	
in	H2O	e	CO2	con	consumo	di	H+	in	en-
trambi	i	casi)[18][23].	
Gli	errori	nella	fase	analitica	e	post-analitica,	grazie	alle	POS	del	laboratorio	dell’Ospedale	
Didattico	Veterinario	“Mario	Modenato”,	sono	stati	resi	trascurabili	per	l’	emogasanaliz-
zatore	in	esame.	
1.5	-	PREPARAZIONE	DEL	CAMPIONE	
Affinché	l’emogasanalisi	sia	clinicamente	utile,	il	campione	di	sangue	deve	essere	raccol-
to,	gestito	ed	analizzato	nel	modo	corretto[15].	Di	seguito	vengono	riportate	 le	principali	
metodiche	di	preparazione	del	materiale	e	di	esecuzione	del	prelievo:	
La	 casa	 produttrice	 dell’analizzatore	 specifica	 sempre	 quali	 siano	 i	 materiali	 più	 adatti	
all’esecuzione	corretta	dell’analisi.	Per	l’ABL	735	GLA	XP®	l’azienda	RadiometerTM	suggeri-
sce	di	usare,	per	il	campionamento	arterioso,	siringhe	a	riempimento	automatico	conte-
nenti	eparina	liofilizzata	appositamente	bilanciata	per	gli	elettroliti	(es.	PICO70)	associate	
ad	un	 tappo	 in	plastica	 (safePICO),	per	chiudere	 la	 siringa	garantendo	 l’anaerobiosi	una	
volta	tolto	 l’ago,	ed	un	miscelatore	portatile	per	siringhe	(PICO	Mixer).	Nel	caso	di	cam-
pionamento	 venoso	 è	 consigliato	 l’uso	 di	 siringhe	 standard	 (spazio	 morto	 2-6%)	 pre-
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eparinate	con	Eparina	di	sodio	o	di	litio	alla	dose	di	1000	IU/mL	di	campione[18].	
Nel	caso	non	si	disponga	di	una	siringa	specifica	per	emogasanalisi	è	possibile	prepararla	
prima	del	prelievo,	anche	per	il	campionamento	venoso.	Essendo	necessario	meno	di	1	ml	
(350-750	µL)	di	sangue	per	una	corretta	esecuzione	dell’analisi	ed	essendo	maggiore	il	ri-
schio	di	alterazioni	preanalitiche	esponendo	una	maggior	quota	di	sangue	all’aria	ambien-
te,	è	sufficiente	utilizzare	una	siringa	standard	da	1	ml.	Tale	siringa	viene	eparinata	con	
eparina	liquida	bilanciata	per	gli	elettroliti	(nel	reparto	di	terapia	intensiva	viene	utilizzata	
Eparina	sodica	Vister®	alla	concentrazione	di	5.000	UI/ml),	mediante	tre	cicli	di	aspirazio-
ne/espulsione	 consecutivi,	 al	massimo	della	 possibilità	 di	 espansione	dello	 stantuffo,	 in	
modo	da	bagnare	bene	 le	pareti	della	siringa.	Dopo	questi	cicli	 la	siringa	viene	svuotata	
completamente	da	liquido	e	aria	per	l’ultima	volta,	resta	comunque	una	piccola	quota	di	
eparina	nello	spazio	morto	terminale	della	siringa	(“cono”),	fare	molta	attenzione	a	limi-
tare	al	minimo	 la	quota	di	eparina	residua	perché	 il	 rischio	di	diluizione	del	campione	è	
molto	 alto	 con	 conseguente	 alterazione	di	 alcuni	 parametri	 (vedi	 punto	1.6).	Una	 volta	
preparata	la	siringa	viene	eseguito	il	prelievo	a	livello	di	Arteria	femorale	o	Arteria	dorsale	
del	piede	in	caso	di	campionamento	di	sangue	arterioso	(fare	molta	attenzione	ad	esegui-
re	una	 corretta	 emostasi	 per	 almeno	5	minuti	 altrimenti	 si	 corre	 il	 rischio	di	 provocare	
emorragia),	Vena	cefalica	o	Vena	giugulare	in	caso	di	campionamento	di	sangue	venoso	(è	
possibile	anche	il	campionamento	da	vena	centrale	o	arteria	polmonare)	oppure	a	livello	
auricolare	o	buccale	per	campionamento	capillare	 (la	zona	di	cute	viene	“arterializzata”	
portandola	ad	una	temperatura	di	42°C	circa,	punta	con	un	ago	ed	il	sangue	viene	raccol-
to	dal	centro	della	goccia	che	si	forma	con	un	capillare	di	vetro	eparinato,	questo	tipo	di	
campionamento	è	ottimale	per	soggetti	di	piccola	taglia	e	toy).		Subito	dopo	il	prelievo	va	
espulsa	qualunque	eventuale	bolla	d’aria	(fare	estrema	attenzione	a	non	produrre	schiu-
ma	 moderando	 la	 velocità	 di	 prelievo)	 e	 va	 portata	 subito	 la	 siringa	
all’emogasanalizzatore[2][5][6][7][31].	
È	possibile	eseguire	l’analisi	con	siringa	da	3	mL,	ago	da	22G	e	Na-Eparina	liquida	alla	con-
centrazione	di	1000	UI/mL.	Aspirare	0.5	mL	di	eparina	nella	siringa,	tirare	lo	stantuffo	fino	
al	limite	dei	3	mL	per	ricoprire	la	superficie	interna	della	siringa	ed	espellere	tutta	l’aria	e	
l’eparina.	Aspirare	 3	mL	di	 aria	 nella	 siringa	 ed	espellerla,	 ripetere	 l’azione	per	 3	 volte.	
Eseguire	il	prelievo.	Visto	che	lo	spazio	morto	di	una	siringa	da	3	mL	e	dell’ago	è	di	circa	
0.094	mL,	cioè	una	diluizione	del	9.4%	in	un	campione	da	1	mL	e	del	3.1%	in	un	campione	
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da	3	mL,	 la	quantità	di	 anticoagulante	 in	 rapporto	alla	quantità	di	 sangue	varia	 in	base	
all’entità	del	prelievo:	7.8%	con	campione	di	0.5	mL	(inaccurato	per	misurare	gli	elettroli-
ti),	3.9%	con	campione	di	1.0	mL	(accurato	per	misurare	anche	Na	e	K),	2.0%	con	campio-
ne	di	2.0	mL	(accurato	per	misurare	anche	Ca	ione),	1.3%	con	campione	di	3.0	mL	(accura-
to	per	misurare	anche	Ca	 ione	e	Mg).	Per	 l’emogasanalisi	 viene	 scelto	un	prelievo	da	1	
ml[15].	
1.6	-	INTERVALLI	DI	RIFERIMENTO	
1.6.1	-	Definizione	
L’Intervallo	 di	 riferimento,	 IR,	 viene	 definito	 come	 “quell’intervallo	 che	 contiene	 tutti	 i	
possibili	valori	tra,	e	includendo,	un	limite	inferiore	e	superiore.	I	limiti	di	riferimento	ven-
gono	definiti	in	modo	che	l’IR	contenga	una	percentuale	specificata	di	valori	(95%)	di	una	
Popolazione	di	riferimento”.	Per	“Popolazione	di	riferimento”	s’intende	“un	numero	inde-
finito	di	individui,	detti	appunto	di	riferimento,	che	rappresentano	il	gruppo	demografico	
per	cui	verrà	usato	l’IR”;	gli	individui	di	riferimento	vengono	scelti,	preferibilmente	in	mo-
do	casuale,	per	costituire	il	campione	di	riferimento	su	cui	verrà	stabilito	l’IR.	Alla	defini-
zione	di	 individuo	di	 riferimento	va	aggiunto	 l’aggettivo	“normale”	o,	meglio,	“sano”.	 In	
medicina	l’intervallo	di	riferimento	ha	lo	scopo,	assieme	al	referto	dell’analisi	e	all’esame	
fisico,	di	aiutare	il	medico	a	definire	lo	stato	clinico	del	paziente	e,	quindi,	a	formulazione	
la	decisione	clinica[19][32][33].	
I	metodi	per	derivare	 l’IR	di	 una	 specifica	popolazione	 sono	molti	 ed	 ancora	discussi.	 Il	
metodo	standard	ex-novo,	in	medicina	umana,	per	la	realizzazione	di	un	IR	è	stato	realiz-
zato	dalla	International	Federation	of	Clinical	Chemistry	(IFCC)	nel	1970,	successivamente	
è	stato	adottato	e	 revisionato	dal	Clinical	and	Laboratory	Standards	 Institute	 (CLSI).	Nel	
2008	il	CLSI	ha	realizzato	le	linee	guida	per	trasferimento	e	validazione	degli	IR	derivati	da	
fonti	esterne	e	per	l’uso	del	metodo	robusto	quando	il	numero	dei	dati	disponibili	è	trop-
po	piccolo[32].	
A	queste	 linee	 guida	per	 la	medicina	umana	ha	 aderito,	 inizialmente,	 anche	 l’American	
Society	for	Veterinary	Clinical	Pathology	(ASVCP).	Successivamente	l’ASVCP	ha	incaricato	il	
Quality	Assurance	and	Laboratory	Standards	(QALS)	di	realizzare	linee	guida	per	la	deter-
minazione	degli	IR	nelle	varie	specie	veterinarie,	sia	per	il	metodo	ex-novo	che	per	i	me-
todi	di	trasferimento	e	validazione	di	IR	esterni,	multicentrico	e	basato	sul	singolo	sogget-
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to;	inoltre	sono	stati	determinati	i	canoni	dei	limiti	decisionali	(LD)	per	la	discriminazione	
tra	una	popolazione	sana	ed	una	malata.	Alla	fine	del	2011	queste	linee	guida	sono	state	
ufficialmente	adottate	dalla	ASVCP	ed	inserite	on-line	per	la	pubblica	consultazione[32][33].	
Di	seguito	vengono	schematizzati	i	principali	metodi	per	l’ottenimento	degli	IR:	
Metodo	Ex-novo[32][33][34]	
Fase	pre-analitica	- Identificare	la	popolazione	di	riferimento	ed	il	campione	di	individui	di	riferimento	con:	
Metodo	“a	priori".	Stabilire	i	criteri	di	inclusione/esclusione	degli	individui	di	riferimen-
to	da	cui	verranno	ottenuti	i	dati,	cioè	caratterizzare	la	condizione	di	salute	e	quindi	se-
lezionare	i	soggetti	che	presentano	le	giuste	caratteristiche.	
Metodo	“a	posteriori”.	Esaminare	tutti	gli	 individui	disponibili	raccogliendo	il	maggior	
numero	di	dati	possibile	per	decidere	successivamente	quali	siano	i	soggetti	“sani”	e,	
quindi,	quali	possono	essere	scelti	come	campione	di	riferimento.	
Metodo	indiretto.	I	dati	vengono	estrapolati	da	un	ampio	database	(es.	registrazioni	di	
un	ospedale)	in	cui	esistono	referti	sia	di	individui	sani	che	malati,	per	separare	le	due	
popolazioni	vengono	utilizzate	analisi	matematiche.	La	scelta	di	questo	metodo	deve	
essere	ben	ponderata	ed	effettuata	solo	quando	le	precedenti	non	sono	assolutamen-
te	praticabili	perché,	vista	l’impossibilità	di	valutare	con	certezza	la	presenza	di	errori	
preanalitici	e	di	conoscere	l’effettivo	stato	di	salute	del	campione	di	riferimento,	è	af-
fetta	da	un	errore	sistematico.	- Stimare/Calcolare	il	numero	di	soggetti	inclusi,	quindi,	il	numero	di	dati	disponibili.	- Stabilire	il	tipo	di	analisi	per	misurare	l’analita,	quale	strumento	usare,	come	calibrarlo	
(e	mantenerlo	calibrato	nel	tempo),	quali	sono	le	possibili	interferenze	e	le	fonti	di	er-
rore	preanalitico.	Stabilire	i	criteri	di	inclusione/esclusione	dei	dati	raccolti	(questi	cri-
teri	permettono	di	ridurre	a	priori	gli	scarti	dovuti	ai	valori	outlier).	Individuare	qualità	
analitica	e	bias	dell’analisi.	Identificare	possibili	sottogruppi	per	realizzare	IR	più	speci-
fici	(rende	più	piccolo	l’IC).	- Standardizzare	tutte	le	procedure	di	raccolta,	manipolazione	e	analisi	dei	dati.	
Fase	analitica	- Eseguire	l’analisi	sui	campioni	rispettando	i	punti	precedenti	ed	i	parametri	del	control-
lo	qualità	della	macchina	(standardizzare	il	processo	analitico	dello	strumento).	
Fase	post-analitica	
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- Realizzare	un	Istogramma	della	frequenza	dei	dati	per	valutare:	
• Presenza	 di	 Outlier.	 Questi	 valori	 anomali	 devono	 essere	 identificati	 ed	 eliminati	
mediante	l’uso	di	test	statistici	come:	Dixon’s	range,	Algoritmo	di	Horn	con	le	restri-
zioni	degli	interquartili	di	Tukey	associati	alla	valutazione	critica	del	clinico.	
• Distribuzione	dei	dati.	Per	questa	valutazione	si	possono	usare	 i	 test	statistici:	An-
derson-Darling,	 Kolmogorov-Smirnov,	 Shapiro-Wilk.	 Se	 la	 distribuzione	 risulta	 non	
Gaussiana	si	può	provare	a	normalizzarla	con	la	trasformazione	logaritmica	o	il	Box-
Cox.	
- Stabilito	il	tipo	di	distribuzione	può	essere	calcolato	l’IR	con:	
• Metodi	Parametrici.	Si	scelgono	quando	la	distribuzione	è	normale,	i	dati	a	disposi-
zione	 sono	 almeno	 40-120	 o	maggiori.	 Permettono	 di	 ottenere	media,	 deviazioni	
standard,	limiti	superiore	ed	inferiore.	
• Metodi	Non	Parametrici.	Si	scelgono	quando	la	distribuzione	non	è	normale	ed	i	da-
ti	a	disposizione	sono	>	120.	Permettono	di	ottenere	mediana	e	frattili	 (percentili)	
2.5°	e	97.5°	che	corrispondono	a	limite	inferiore	e	superiore.	
• Metodo	 Robusto.	 Quando	 sono	 disponibili	 pochi	 dati	 (20-40),	 preferibilmente	 di-
stribuiti	 in	modo	simmetrico.	Si	basa	sulla	 trasformazione	 logaritmica	dei	dati	 con	
successiva	elaborazione	 tramite	 indicatori	 robusti	 che	 forniscono	 risposte	corrette	
anche	in	situazioni	lontane	dall’ideale.	
- Calcolare	 l’IC	 (intervallo	 di	 confidenza)	 per	 i	 limiti	 superiore	 ed	 inferiore.	 Esso	 è	
l’intervallo	di	valori	che	indica	la	probabilità	entro	cui	è	contenuto	il	valore	di	un	para-
metro,	per	i	limiti	di	riferimento	indica	l’imprecisione	della	stima.	Maggiore	è	la	dimen-
sione	del	 campione	di	 riferimento,	migliore	 sarà	 la	 sua	approssimazione	alla	popola-
zione	di	riferimento	e	minore	sarà	l’intervallo	di	confidenza.	L’IC	non	dovrebbe	supera-
re	l’ampiezza	dell’IR	per	più	di	0.2	volte,	in	caso	contrario	(accade	spesso	con	pochi	da-
ti)	sarebbe	necessario	aumentare	il	numero	di	campioni	e	quindi	di	dati.	
Metodo	Multicentrico	o	degli	IR	comuni[32][33]	
Sono	 IR	 ex-novo	ottenuti	 da	 un	 gruppo	di	 laboratori	 invece	 che	 da	 uno	 solo.	 Vantaggi:	
permettono	 la	realizzazione	di	 IR	più	accurati	per	popolazioni	mobili	nella	regione	di	di-
pendenza	dei	laboratori,	vengono	analizzati	un	numero	maggiore	di	campioni	quindi	au-
menta	 l’accuratezza	e	 si	 restringe	 l’CI,	 più	 facile	 realizzare	 sottogruppi,	 costi	minori	per	
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ogni	 singolo	 laboratorio.	 Svantaggi:	 fondamentale	un	maggior	 rigore	nella	 standardizza-
zione	delle	procedure	(in	ogni	loro	aspetto).	
Metodo	di	trasferimento	e	validazione	di	IR	da	fonti	esterne[32][33]	
Quando	si	sceglie	di	adottare	IR	ottenuti	da	fonti	esterne	andrebbe	valutato	se	il	proce-
dimento	per	l’ottenimento	dell’IR	è	stato	correttamente	documentato,	se	la	popolazione	
di	riferimento	della	fonte	sia	simile	a	quella	del	laboratorio	che	adotta	l’IR	e	se	le	condi-
zioni	preanalitiche	siano	simili	 (raccolta,	manipolazione	e	analisi	dei	campioni).	Nel	caso	
vengano	 rilevate	 differenze	 statisticamente	 significative,	 dovrebbe	 essere	 eseguito	 un	
confronto	statistico	con	aggiustamento	delle	differenze	mediante	metodi	di	regressione	o	
di	differenza	delle	medie.	
In	seguito	si	può	passare	alla	validazione	degli	IR:	- 	M.	DIRETTO.	Comparare	l’IR	con	i	risultati	di	20	campionamenti	su	individui	sani	(sele-
zionati	 in	modo	che	 siano	omogenei,	 senza	outlier).	 L’IR	 viene	validato	 se	0-2	 risultati	
cadono	fuori	dai	suoi	limiti	e	viene	scartato	se	più	di	4	risultati	cadono	fuori	dai	suoi	limi-
ti.	Nel	caso	3-4	valori	cadono	fuori	si	deve	ripetere	la	procedura	con	20	nuovi	campioni.	- M.	RIGOROSO.	Prevede	 l’uso	di	analisi	statistiche	comparative	come	Mann–Whitney	U	
test,	Median	test,	Siegal-Tukey	test.	Perché	la	comparazione	abbia	significato	statistico	
deve	essere	eseguita	tra	gli	 IR	da	validare	e	almeno	40-60	dati	da	altrettanti	campioni,	
va	da	 se	che	se	 si	 riesce	ad	ottenere	questo	numero	di	 campioni	è	meglio	utilizzare	 il	
metodo	robusto.	
Questi	 IR	dovrebbero	essere	rivalidare	ogni	3-5	anni	o	anche	prima	se	si	notano	discre-
panze	 tra	 risultati	 delle	 analisi	 e	 condizioni	 cliniche	 dei	 pazienti	 o	 quando	 cambiano	 le	
condizioni	di	partenza	del	laboratorio	(modifica	dell’analizzatore,	dello	staff,	…).	
IR	basati	su	singoli	soggetti[32][33]	
Gli	IR	su	soggetto	sono	più	utili	quando	la	variabilità	intra-individuale	(coefficiente	di	va-
riabilità	 dei	 singoli	 valori	 di	 un	 individuo	 sano	 CVI),	 è	 minore	 della	 variabilità	 	 inter-
individuale	 (CV	di	un	gruppo	o	CVG).	Per	determinare	oggettivamente	 l’utilità	di	questo	
tipo	di	 IR	rispetto	ad	uno	ottenuto	sulla	popolazione,	è	possibile	usare	 l’indice	di	 indivi-
dualità	(II).		
II	=	[(CVI)2	+	(CVA)2]½	/	CVG	
dove	 CVA	 è	 la	 variabilità	 analitica	 (errore	 casuale	 o	 imprecisione	 del	metodo	 analitico).	
Questa	equazione	viene	spesso	semplificata	in	CVI/CVG	perché	per	molti	analizzatori	CVA	<	
	 77	
CVI.	 Quando	 II	 <	 0.6	 l’IR	 su	 soggetto	 sono	 da	 preferire	 agli	 IR	 su	 popolazione,	 mentre	
quando	II	>	1.4	gli	IR	su	soggetto	non	forniscono	più	informazioni	degli	IR	su	popolazione.	
Quando	si	applica	questo	tipo	di	IR	è	possibile	usare	il	Reference	Change	Values	(RCV)	per	
determinare	se	la	differenza	tra	due	misurazioni	consecutive	sullo	stesso	individuo	è	signi-
ficativa.	L’RCV	è	basato	sul	valore	di	CVI	nel	sogg	sano	e	sulla	dispersione	delle	variazioni	
biologiche	nella	popolazione:	
RCV	=	z	×	[2(CVI)2	+	(CVA)2]½	
L’RCV	è	usato	al	meglio	quando	CVA	<	(0.5	×	CVI)	e	questo	avviene	per	molte	analisi	auto-
matiche,	quindi,	l’equazione	si	semplifica	in:	RCV	=	(z	×	2½CVI)	=	[z	×	1.41(CVI)].	
“z”	 rappresenta	 la	 z-statistica,	 una	 stima	di	 probabilità	 che	 convenzionalmente	è	pari	 a	
1.96	(da	il	50%	di	probabilità	di	individuare	un	aumento	significativo	con	un	5%	di	proba-
bilità	di	errore;	per	“z”	più	grandi	la	probabilità	di	un	aumento	significativo	è	maggiore	ma	
la	probabilità	di	errori	arriva	al	90%).	Per	il	monitoraggio	di	pazienti	con	malattie	croniche	
è	più	significativo	stabilire	 la	CVI	del	soggetto	malato	cronico	ma	stabile	 invece	di	usare	
quella	ottenuta	del	soggetto	sano.	
A	prescindere	dal	metodo	utilizzato,	ogni	studio	per	la	realizzazione	di	IR	dovrebbe	essere	
attentamente	documentato	in	ogni	singolo	passaggio	per	consentire,	a	chiunque	intenda	
valutare	l’attendibilità	e/o	usare	gli	IR	ottenuti,	di	conoscere	il	procedimento	seguito[32].		
Queste	linee	guida	dovrebbero	essere	applicate	ogni	qual	volta	si	voglia	ottenere	un	IR	e	
soprattutto	se	lo	si	vuol	pubblicare,	purtroppo	però,	in	campo	medico	ed	in	particolare	in	
quello	veterinario	è	estremamente	difficile	riuscire	a	rispettare	tutti	 i	criteri,	soprattutto	
per	la	grande	incertezza	nella	fase	pre-analitica	provocata	dall’incidenza	di	errori	preana-
litici	(vedi	punti	1.6.1	e	1.6.2).	Detto	questo,	va	anche	considerato	quello	che	dice	Giava-
rina	 già	 per	 la	 medicina	 umana:	 “se	 lo	 scopo	 degli	 IR	 è	 quello	 di	 aiutare	 il	 clinico	
nell’interpretare	i	risultati,	in	popolazioni	ospedalizzate	dovremmo	utilizzare	valori	diversi	
da	quelli	della	popolazione	sana”[33].	
1.6.2	-	Intervalli	di	riferimento	in	Letteratura	
Ta
b.
	4
:	I
nt
er
va
lli
	d
i	r
ife
rim
en
to
	in
	le
tt
er
at
ur
a	
pe
r	g
li	
an
al
iti
	d
el
l’O
ss
ig
en
az
io
ne
	e
	d
el
lo
	S
ta
to
	A
ci
do
-B
as
e	
Fo
nt
i	
O
SS
IG
EN
AZ
IO
N
E	
	
ST
AT
O
	A
CI
D
O
-B
AS
E	
pO
2	
pC
O
2	
sO
2	
cH
b 	
H
ct
	
pH
	
H
CO
3-
	
BE
	
AG
	
tC
O
2	
IR
	O
DV
-U
O
	T
I	(
20
13
)	
47
.9
-5
6.
3(
a)
	
38
.0
-4
3.
5(
a)
	
-	
15
-2
0(
c)
	
37
.0
-5
5.
0(
d)
	
7.
35
-7
.4
1	
20
.8
-2
5.
2°
	
(-2
.0
)	-
	2
.5
°	
12
-2
0°
	
22
-2
7(
d)
	
Ve
tS
ta
tT
M
[4
] 	
24
.0
-4
8.
0(
a)
	
32
.0
-4
9.
0(
a)
	
-	
-	
-	
7,
31
-7
,4
2	
20
,0
-2
9,
0§
	
-	
-	
21
-3
1§
	
Si
lv
er
st
ei
n,
	H
op
pe
r	(
20
15
)[7
] 	
45
.0
-6
5.
0(
a)
	
37
.0
-4
7.
0(
a)
	
-	
13
.3
-2
0.
5*
(c
) 	
40
.3
-6
0.
3*
(d
) 	
7.
33
-7
.3
7	
20
.0
-2
4.
0°
	
(-4
.0
)-0
.0
°	
-	
21
-2
5°
	
Di
Ba
rt
ol
a	
(2
01
2)
[1
2]
	
45
.4
-6
4.
6(
a)
	
37
.7
-4
6.
5(
a)
	
>	
70
(d
) 	
-	
-	
7.
33
-7
.3
8	
20
.1
-2
4.
1§
	
(-3
.8
)-(
-0
.4
)§
	
12
-2
4§
	
21
-2
5§
	
Bu
rk
itt
	C
re
ed
on
,	D
av
is	
(2
01
2)
[1
5]
	
40
.0
-5
0.
0(
a)
	
35
.0
-4
5.
0(
a)
	
72
-8
4(
d)
	
14
.0
-1
9.
0*
(c
) 	
40
.0
-5
5.
0*
(d
) 	
7.
35
-7
.4
5	
19
.0
-2
5.
0§
	
(-4
.0
)-0
.0
§ 	
15
-2
0§
	
20
-2
6§
	
Ho
pp
er
,	E
ps
te
in
	e
t	a
l.	
(2
01
4)
[3
5]
	
-	
37
.0
-4
5.
0(
a)
	
-	
-	
-	
7.
32
-7
.4
3	
18
.0
-2
6.
0§
	
(-4
.0
)-0
.0
§ 	
8-
16
§ 	
-	
Ta
m
ur
a,
	e
t	a
l.	
(2
01
5)
[9
] 	
46
.9
-5
4.
5(
a)
	
40
.4
-4
4.
6(
a)
	
79
-8
6(
d)
	
-	
-	
7.
36
-7
.4
0	
23
.2
-2
6.
6°
	
(-1
.8
)-1
.8
°	
-	
-	
W
es
t	e
t	a
l.	
(2
01
4)
[3
6]
	
3.
1-
77
.1
(b
) 	
3.
1-
11
.8
(b
) 	
-	
4.
4-
19
.4
(c
) 	
13
.0
-5
7.
0(
d)
	
7.
10
-7
.5
2	
16
.5
-3
3.
9°
	
(-9
.0
)-9
.0
°	
-	
-	
W
ill
ar
d	
et
	a
l.	
(2
00
5)
[2
1]
	
≈	
10
0(
a)
	
33
.0
-5
0.
0(
a)
	
-	
13
.3
-1
9.
2*
(c
) 	
36
.0
-5
4.
0*
(d
) 	
7.
32
-7
.4
0	
18
.0
-2
6.
0§
	
-	
12
-2
4§
	
21
-3
1§
	
Vi
ga
nò
,	F
.	e
t	a
l.	
(2
00
4)
[3
7]
	
-	
33
.0
-5
0.
0(
a)
	
-	
-	
-	
7.
32
-7
.5
0	
18
.0
-2
6.
0§
	
(-2
)	-
	2
§ 	
12
-2
0°
	
23
-2
9§
	
La
vo
ul
é	
et
	a
l.	
(2
01
3)
[3
8]
	
-	
29
.7
-5
2.
4(
a)
	
-	
-	
-	
7.
33
-7
.4
6	
18
.5
-2
7.
7°
	
-	
15
-2
8°
	
20
-2
9°
	
Za
ld
iv
ar
-L
op
ez
	e
t	a
l.	
(2
01
1)
[3
9]
	
G
re
yh
ou
nd
s	
N
on
-G
re
yh
ou
nd
s	
	
36
.3
-8
4.
3(
a)
	
34
.6
-6
9.
6(
a)
	
	
25
.6
-3
9.
9(
a)
	
24
.7
-4
4.
4(
a)
	
	
84
-9
5(
d)
	
66
-8
8(
d)
	
	
18
.1
-2
5.
0(
c)
	
15
.0
-2
1.
3(
c)
	
	
47
.8
-5
5.
6(
d)
	
43
.3
-4
8.
9(
d)
	
	
7.
38
-7
.4
4	
7.
37
-7
.4
3	
	 -	 -	
	 -	 -	
	 -	 -	
	 -	 -	
O
’B
rie
n	
et
	a
l.	
(2
01
4)
[4
0]
	
Cu
cc
io
lo
	d
i	4
	g
g	
Cu
cc
io
lo
	d
i	1
0-
12
	g
g	
Cu
cc
io
lo
	d
i	1
6	
gg
	
Cu
cc
io
lo
	d
i	2
8	
gg
	
Cu
cc
io
lo
	d
i	7
0-
77
	g
g	
Cu
cc
io
lo
	d
i	8
4	
gg
	
Ad
ul
to
	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
	
11
.1
–1
7.
5*
(c
) 	
10
.1
–1
4.
0*
(c
) 	
8.
6–
12
.4
*(
c)
	
7.
4–
10
.7
*(
c)
	
8.
6–
13
.3
*(
c)
	
10
.0
–1
4.
2*
(c
) 	
9.
7–
17
.9
*(
c)
	
	
35
.8
–5
2.
5*
(d
) 	
29
.8
–4
2.
9*
(d
) 	
25
.6
–3
7.
1*
(d
) 	
22
.2
—
32
.1
*(
d)
	
25
.7
–3
9.
8*
(d
)) 	
30
.6
–4
2.
4*
(d
) 	
29
.1
–5
3.
7*
(d
) 	
	
7.
36
–7
.6
0	
7.
39
–7
.5
2	
7.
34
–7
.5
3	
7.
36
–7
.5
0	
7.
39
–7
.5
1	
7.
36
–7
.5
1	
7.
36
–7
.5
0	
	
26
.1
-3
3.
6°
	
24
.2
-2
9.
9°
	
23
.8
-3
1.
5°
	
21
.9
-3
1.
5°
	
22
.6
-2
9.
7°
	
23
.9
-3
0.
7°
	
21
.5
-3
1.
2°
	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
(a
) 	m
m
Hg
,	(
b)
	K
Pa
,	(
c)
	g
/d
L,
	(d
) 	%
,	°
	m
m
ol
/L
,	§
	m
Eq
/L
,	*
	v
al
or
i	n
on
	ri
ca
va
ti	
sp
ec
ifi
ca
m
en
te
	p
er
	l’
em
og
as
an
al
isi
	
78
	
79
	
Ta
b.
	5
:	I
nt
er
va
lli
	d
i	r
ife
rim
en
to
	in
	le
tt
er
at
ur
a	
pe
r	E
le
tt
ro
lit
i	e
	M
et
ab
ol
iti
	
Fo
nt
i	
EL
ET
TR
O
LI
TI
	
	
M
ET
AB
O
LI
TI
	
K+
	
N
a+
	
Cl
-	
Ca
2+
	
La
tt
at
o	
G
lu
co
si
o	
Bi
lir
ub
in
a	
m
O
sm
	
IR
	O
DV
-U
O
	T
I	(
20
13
)	
3.
9-
5.
5§
	
14
0.
0-
15
5.
0§
	
10
9-
12
5§
	
2.
24
-2
.8
4§
	
0.
5-
2.
5°
	
80
-1
25
^	
0.
1-
0.
3^
	
30
2-
32
5#
	
Ve
tS
ta
tT
M
[4
] 	
3.
5-
5.
8°
	
14
4.
0-
16
0.
0°
	
10
9-
12
2°
	
1.
25
-1
,5
°	
-	
77
-1
25
^	
-	
-	
Si
lv
er
st
ei
n,
	H
op
pe
r	(
20
15
)[7
] 	
3.
9-
4.
9*
§ 	
14
0.
0-
15
0.
0*
§ 	
10
9-
12
0*
§ 	
1.
25
-1
.5
0*
°	
0.
5-
2.
0*
°	
65
-1
12
*§
	
0.
3-
0.
9*
^	
26
4-
29
2*
# 	
Di
Ba
rt
ol
a	
(2
01
2)
[1
2]
	
3.
5-
5.
5§
	
14
0.
0-
15
5.
0§
	
10
7-
11
3*
*§
	
1.
2-
1.
5°
	
0.
0-
2.
0°
	
-	
-	
29
0-
31
0#
	
Bu
rk
itt
	C
re
ed
on
,	D
av
is	
(2
01
2)
[1
5]
	
3.
4-
4.
9*
°	
13
9.
0-
15
0.
0*
°	
10
6-
12
7*
°	
1.
12
-1
.4
0*
°	
0.
0-
2.
0§
	
53
-1
17
§ 	
-	
29
0-
31
0*
# 	
Ho
pp
er
,	E
ps
te
in
,	e
t	a
l.	
(2
01
4)
[3
5]
	
3.
6-
4.
7§
	
14
4.
0-
15
2.
0§
	
11
1-
12
1§
	
1.
2-
1.
5§
	
0.
0-
2.
0§
	
-	
-	
-	
Ta
m
ur
a,
	e
t	a
l.	
(2
01
5)
[9
] 	
-	
-	
-	
-	
-	
-	
-	
-	
W
es
t	e
t	a
l.	
(2
01
4)
[3
6]
	
3.
0-
6.
5°
	
13
7.
0-
15
1.
0°
	
-	
1.
16
-1
.5
6°
	
-	
3.
3-
7.
8°
	
-	
-	
W
ill
ar
d	
et
	a
l.	
(2
00
5)
[2
1]
	
3.
3-
5.
5*
§ 	
14
0.
0-
15
0.
0*
§ 	
10
7-
11
3*
§ 	
1.
12
-1
.4
2*
°	
-	
70
-1
10
*^
	
<	
1*
^	
29
0-
31
0#
	
Vi
ga
nò
,	F
.	e
t	a
l.	
(2
00
4)
[3
7]
	
-	
-	
-	
-	
0.
0-
2.
0°
	
-	
-	
-	
La
vo
ul
é	
et
	a
l.	
(2
01
3)
[3
8]
	
4.
0-
5.
1°
	
15
4.
0-
15
9.
0°
	
11
1-
12
0°
	
1.
16
-1
.3
7°
	
-	
4.
6-
6.
4°
	
1.
7-
7.
0°
	
-	
Sh
ar
ke
y,
	L
.	e
t	a
l.	
(2
01
3)
[2
3]
	
	
	
	
	
0.
3-
2.
5°
	
-	
-	
-	
O
’B
rie
n	
et
	a
l.	
(2
01
4)
[4
0]
	
Cu
cc
io
lo
	d
i	4
	g
g	
Cu
cc
io
lo
	d
i	1
0-
12
	g
g	
Cu
cc
io
lo
	d
i	1
6	
gg
	
Cu
cc
io
lo
	d
i	2
8	
gg
	
Cu
cc
io
lo
	d
i	7
0-
77
	g
g	
Cu
cc
io
lo
	d
i	8
4	
gg
	
Ad
ul
to
	
	
3.
9-
5.
2*
°	
4.
1-
5.
3*
°	
4.
4-
5.
8*
°	
4.
1-
5.
7*
°	
3.
9-
5.
0*
°	
4.
1-
4.
9*
°	
3.
7-
4.
6*
°	
	
13
6.
1-
14
8.
9*
°	
13
8.
8-
14
6.
0*
°	
14
0.
9-
14
5.
6*
°	
14
1.
3-
14
5.
6*
°	
14
3.
2-
14
7.
5*
°	
14
2.
7-
14
9.
6*
°	
14
3.
9-
15
4.
7*
°	
	
10
1.
1-
10
7.
5*
°	
10
5.
2-
11
0.
8*
°	
10
5.
8-
11
1.
9*
°	
10
5.
5-
11
2.
1*
°	
10
5.
8-
11
2.
2*
°	
10
6.
4-
11
0.
8*
°	
10
8.
2-
11
7.
2*
°	
	
1.
31
-1
.6
1*
°	
1.
42
-1
.5
9*
°	
1.
45
-1
.6
1*
°	
1.
46
-1
.5
9*
°	
1.
38
-1
.5
3*
°	
1.
37
-1
.5
5*
°	
1.
18
-1
.4
7*
°	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
	
3.
9-
7.
5*
°	
5.
2-
8.
2*
°	
6.
0-
8.
0*
°	
6.
6-
8.
2*
°	
6.
4-
7.
9*
°	
4.
8-
9.
3*
°	
4.
0-
7.
7*
°	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	
°	m
m
ol
/L
,	§
	m
Eq
/L
,	^
	m
g/
dL
,	#
	m
O
sm
/K
g,
	*
	v
al
or
i	n
on
	ri
ca
va
ti	
sp
ec
ifi
ca
m
en
te
	p
er
	l’
em
og
as
an
al
isi
,	*
*v
al
or
e	
co
rr
et
to
	in
	b
as
e	
al
	so
di
o.
	
IR
	O
DV
-U
O
	T
I	2
01
3	
=	
in
te
rv
al
li	
di
	ri
fe
rim
en
to
	d
er
iv
an
ti	
da
	u
no
	st
ud
io
	in
te
rn
o	
e	
da
lla
	c
on
su
lta
zio
ne
	d
el
la
	b
ib
lio
gr
af
ia
	su
ll’
ar
go
m
en
to
,	a
tt
ua
lm
en
te
	in
	u
so
79
		
	
	
	
PARTE	SPERIMENTALE	
	 	
	 81	
CAPITOLO	2	
2.1	-	INTRODUZIONE	
Il	presente	lavoro	è	stato	realizzato	allo	scopo	di	ottenere	gli	intervalli	di	riferimento,	dei	
seguenti	analiti	:	pO2,	pCO2,	sO2,	ctHb,	Hct,	pH,	tCO2,	HCO3-,	AG,	BE,	Na+,	K+,	Cl-,	Ca2+,	Glu-
cosio,	Lattato,	Bilirubina,	Osmolalità	per	l’emogasanalizzatore	RadiometerTM	ABL	735	GLA	
XP®	in	uso	presso	il	reparto	di	terapia	intensiva	dell’Ospedale	Didattico	Veterinario	“Ma-
rio	Modenato”	del	Dipartimento	di	Scienze	Veterinarie	dell’Università	di	Pisa.	L’ordine	dei	
parametri	è	stato	 impostato	tenendo	conto	delle	relazioni	esistenti	tra	 i	diversi	analiti	e	
delle	esplorazioni	funzionali:	ossimetria,	equilibrio	acido-base,	elettroliti,	metaboliti.	Tale	
ordine	non	 riflette	 la	metodica	di	 valutazione	del	 referto	 comunemente	 impiegata	 che,	
invece,	prende	in	considerazione	pH,	pCO2	e	bicarbonati,	 i	gas	ematici	(soprattutto	per	i	
prelievi	arteriosi),	gli	elettroliti	ed	infine	i	metaboliti.	
Al	momento	attuale	non	esistono	intervalli	di	riferimento	dello	strumento	in	esame	in	bi-
bliografia	 veterinaria.	 Inoltre	 questi	 intervalli	 di	 riferimento	 sono	 essenziali	 per	
l’interpretazione	clinica	dei	risultati	dell’emogasanalisi	condotta	su	pazienti	affetti	da	dif-
ferenti	patologie[4][6][7][9][12][15][19][21][23][25][31][33][35][39][40][41].		
In	 secondo	 luogo	 abbiamo	 analizzato	 l’influenza	 dell’inserimento	 o	meno,	 al	momento	
dell’analisi,	 della	 temperatura	 del	 paziente	 canino	 sulla	 distribuzione	 dei	 valori	 di	 pH,	
pCO2	 e	pO2.	Questo	dato	 clinico	 è	 noto	 influenzare	 fortemente	 i	 valori	 di	 questi	 analiti	
nell’emogasanalisi[2][3][5][6][14][15].	
2.2	-	MATERIALI	e	METODI	
2.2.1	-	CRITERI	DI	SCELTA	DEI	DATI	ANALIZZATI	
Per	eseguire	il	presente	lavoro,	i	dati	sono	stati	ottenuti	mediante	estrazione	dal	software	
interno	all’emogasanalizzatore,	 sotto	 forma	di	 foglio	di	 calcolo	Office	Excel®,	dei	 referti	
delle	emogasanalisi	eseguite	nel	reparto	di	terapia	intensiva	dell’Ospedale	Didattico	Vete-
rinario	“Mario	Modenato”	del	Dipartimento	di	Scienze	Veterinarie	dell’Università	di	Pisa	
nei	mesi	intercorsi	dal	26/07/2013	al	21/04/2014	e	dal	28/03/15	al	09/03/16.	
È	stato,	quindi,	eseguito	uno	studio	indiretto	su	2970	referti	selezionando	tra	questi	tutti	
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quelli	appartenenti	a	cani	e	svolti	su	campioni	di	sangue	venoso.	Dai	1539	referti	così	ot-
tenuti	ne	sono	stati	scartati	198	perché	presentavano	dati	di	segnalamento	non	attendibi-
li.	Nell’analisi	di	questi	dati	non	sono	state	applicate	partizioni.	
Dai	1341	referti	rimasti	sono	stati	estrapolati	i	dati	relativi	agli	analiti	sotto	esame	per	la	
realizzazione	di	questo	lavoro:	pO2,	pCO2,	sO2,	ctHb,	Hct,	pH,	tCO2,	HCO3-,	AG,	BE,	Na+,	K+,	
Cl-,	Ca2+,	Glucosio,	Lattato,	Bilirubina,	mOsm.	
A	questo	punto	analiti	e	dati	corrispondenti	sono	stati	divisi	in	due	gruppi:		
A. Misurati	(pO2,	pCO2,	ctHb,	pH,	Na+,	K+,	Ca2+,	Cl-,	Glucosio,	Lattato,	Bilirubina).	
B. Derivati	(sO2,	Hct,	tCO2,	HCO3-,	AG,	BE,	mOsm).	
Essendo	questo	un	metodo	indiretto,	il	campione	di	riferimento	dei	soggetti	sani	è	stato	
ottenuto	selezionando	i	dati	in	base	agli	intervallo	di	riferimento	attualmente	in	uso	nello	
strumento	 (IR	 derivanti	 da	 uno	 studio	 interno	 e	 dalla	 consultazione	 della	 bibliografia	
sull’argomento)	per	ognuno	degli	analiti	(vedi	tabelle	paragrafo	1.6.2).	L’unica	eccezione	è	
stata	la	sO2	per	cui	è	stato	scelto	l’intervallo	riportato	da	Burkitt	Creedon	et	al.	(2012)[15]	
perché	al	momento	non	era	presente	questo	IR	su	campione	venoso.	
Per	i	parametri	misurati,	sulla	base	degli	IR	riportati	in	Tab.	6,	sono	stati	selezionati	i	cam-
pioni	che	cadevano	all’interno	dell’intervallo.	Quindi	sono	stati	calcolati	 i	nuovi	intervalli	
di	riferimento	sui	dati	così	ottenuti	come	previsto	dalle	linee	guida	della	ASVCP[32].	
Per	i	parametri	calcolati	i	referti	sono	stati	selezionati	inizialmente	in	base	agli	IR	ottenuti	
in	 precedenza	 per	 analiti	 misurati	 da	 cui	 i	 calcolati	 derivano	 (es.	 Na+	 e	 Glucosio	 per	
l’Osmolalità).	Su	questi	dati	sono	stati	selezionati	i	campioni	che	cadevano	all’interno	de-
gli	IR	di	Tab.	6.	Successivamente	gli	IR	di	Tab.	6	sono	stati	anche	applicati	direttamente	al-
la	totalità	dei	dati,	come	nella	determinazione	degli	IR	per	parametri	misurati.	
Tab.	6:	Intervalli	di	riferimento	iniziali	per	ogni	analita	
MISURATI	 Unità	di	misura	 IR	 Intervallo	tra	i	due	estremi	
Quartile	tra	i	due	
estremi	
pO2	 mmHg	 47.9	-	56.3	 8.4	 2.1	
pCO2	 mmHg	 38.0	-	43.5	 5.5	 1.375	
ctHb	 g/dL	 15	-	20	 5	 1.25	
pH	 	 7.35	-	7.41	 0.06	 0.015	
Na+	 mEq/L	 140.0	-	155.0	 15	 3.75	
K+	 mEq/L	 3.9	-	5.5	 1.6	 0.4	
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Cl-	 mEq/L	 109	-	125	 16	 4	
Ca2+	 mEq/L	 2.24	-	2.84	 0.6	 0.15	
Glucosio	 mg/dL	 80	-	125	 45	 11.25	
Lattato	 mmol/L	 0.5	-	2.5	 2	 0.5	
DERIVATI	 	
sO2	 %	 72-84	 12	 3	
Hct	 %	 37.0	-	55.0	 18	 4.5	
tCO2	 %	 22	-	27	 5	 1.25	
HCO3-	 mmol/L	 20.8	-	25.2	 4.4	 1.1	
AG	 mEq/L	 12	-	20	 8	 2	
BE	 mmol/L	 (-2.0)	-	2.5	 4.5	 1.125	
mOsm	 mmol/Kg	 302	-	325	 23	 5.75	
I	dati	relativi	a	pO2,	pCO2	e	pH,	dopo	applicazione	degli	intervalli	di	riferimento	riportati	in	
Tab.	 6,	 sono	 stati	 suddivisi	 in	 due	 gruppi	 ciascuno.	 Nel	 primo	 gruppo	 rientravano	 tutti	
quelli	per	cui	era	stata	lasciata	la	temperatura	di	default	37°C	(pO2	N	=	70,	pCO2	N	=	71	e	
pH	N	=	149),	nel	secondo	gruppo	rientravano	tutti	quelli	per	cui	era	stata	inserita	la	tem-
peratura	del	soggetto	al	momento	dell’analisi	(pO2	N	=	141,	pCO2	N	=	163	e	pH	N	=	263).	
Questa	suddivisione	si	è	basata	sull’assunto	che	una	temperatura	di	37°C	fosse	di	default,	
non	è	stato	possibile	stabilire	se	e	quando	essa	fosse	la	vera	temperatura	del	soggetto.	
2.2.2	-	ANALISI	STATISTICA	
Dopo	averli	selezionati,	i	dati	utili	sono	stati	analizzati	con	un	programma	di	calcolo	stati-
stico:	MedCalc®	versione	15.11[42].	
La	prima	analisi	eseguita	è	stata	 la	valutazione	della	distribuzione	dei	valori	mediante	 il	
Kolmogorov-Smirnov	test,	con	la	correzione	Lilliefors	della	significatività,	basato	sul	mas-
simo	livello	di	discrepanza	tra	la	distribuzione	cumulativa	dei	campioni	e	la	distribuzione	
cumulativa	Normale[42].	L’obiettivo	era	accertare	o	scartare	la	normalità	della	distribuzio-
ne	dei	dati	per	poter	stabilire	se	utilizzare,	nelle	analisi	successive,	il	metodo	parametrico	
o	il	metodo	non	parametrico.	
Tramite	il	Kolmogorov-Smirnov	test	gli	analiti	esaminati	sono	stati	divisi	in	due	gruppi:	
1) Gruppo	 a	 distribuzione	 normale	 o	 Gaussiana.	 A	 questo	 gruppo	 appartiene	 solo	
HCO3-.	Per	questo	analita	l’intervallo	di	riferimento	è	stato	determinato	calcolando	
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la	media	dei	valori	±	2	deviazioni	standard	(DS	o	SD	in	inglese),	le	quali	determine-
ranno	il	limite	superiore	e	inferiore	dell’intervallo.	
2) Gruppo	a	distribuzione	non	normale	o	non	Gaussiana.	A	questo	gruppo	apparten-
gono	pO2,	pCO2,	ctHb,	pH,	Na+,	K+,	Cl-,	Ca2+,	Glucosio,	Lattato	per	i	parametri	misura-
ti	e	sO2,	tCO2,	AG,	BE,	mOsm	per	 i	parametri	calcolati.	L’intervallo	di	riferimento	è	
stato	determinato	mediante	metodo	non	parametrico	o	dei	percentili	che	consiste	
nel	calcolare	mediana	e	percentili,	appunto.	Viene	usato	il	95%	centrale	della	distri-
buzione	 dei	 dati,	 cioè	 si	 considerano	 tutti	 i	 valori	 presenti	 tra	 i	 percentili	 0,025	 e	
0,975,	eliminando	il	2,5%	dei	dati	dal	margine	inferiore	e	il	2,5%	dei	dati	dal	margine	
superiore	della	distribuzione.	
È	 stata	 valutata	 l’eventuale	 presenza	 di	 outliers	 (valori	 anomali	 che	 possono	 variare	
l’andamento	delle	curve	di	distribuzione)	applicando	il	metodo	Tukey	che	permette	di	in-
dividuare	e	scartare	eventuali	valori	anomali	da	entrambi	i	lati	della	distribuzione,	in	mo-
do	da	riportare	la	distribuzione	alla	normalità[42].	Sono	stati	trovati,	ed	eliminati,	outliers	
solo	per	il	K+	(N	=	5).	
Per	la	valutazione	della	rilevanza	dell’inserimento	o	meno	della	temperatura	corretta	del	
soggetto	sulle	misurazioni	dei	gas	ematici	e	del	pH	è	stata	eseguita	una	analisi	comparati-
va	con	il	Mann-Whitney	test.	Questo	test	unisce	e	ordina	i	dati	di	due	gruppi	di	campioni	
calcolando	una	statistica	sulla	differenza	tra	la	somma	dei	ranghi	del	gruppo	1	e	la	somma	
dei	ranghi	del	gruppo	2;	se	il	valore	risultante	di	P	<	0.05,	allora	viene	accettata	l’esistenza	
di	una	differenza	statisticamente	significativa	tra	i	due	gruppi[42].	
CAPITOLO	3	
RISULTATI	
In	tabella	7	sono	riportati	gli	intervalli	di	riferimento	ottenuti	per	gli	analiti	misurati	e	cal-
colati	dalla	strumento	con	i	rispettivi	grafici	delle	curve	di	distribuzione	dei	dati	(grafici	nn.	
1-16).	
Per	i	soli	analiti	calcolati	sono	stati	riportati	in	tabella	8	i	valori	ottenuti	con	e	senza	la	re-
strizione	dei	dati	in	base	agli	intervalli	di	riferimento	degli	analiti	misurati.	
	
Tab.	7:	Intervalli	di	riferimento	ottenuti	per	gli	analiti	misurati	(parte	superiore)	e	calcolati	
(parte	inferiore)	
Analita	 Dimensioni	campione	 Mediana	
IR	Limite	
inferiore	
(CI	90%)	
IR	Limite	
superiore	
(CI	90%)	
Grafico	
pO2	 211	 51.8	
48.1	
(47.9	-	48.3)	
56.2	
(56.0	-	56.3)	 N°	1	
pCO2	 234	 40.6	
38.0	
(38.0	-	38.2)	
43.4	
(43.2	-	43.5)	 N°2	
ctHb	 239	 16.7	 15.1	(15.1	-	15.2)	
19.8	
(19.5	-	20.0)	 N°3	
pH	 412	 7.379	 7.351	(7.350-7.352)	
7.409	
(7.408-7.410)	 N°4	
Na+	 1043	 147	 140	(140	-	140)	
154	
(154	-	154)	 N°5	
K+	 569	 4.3	 3.9	(3.9	-	3.9)	
5.3	
(5.3	-	5.4)	 N°6	
Cl-	 890	 115	 109	(109	-	109)	
124	
(124	-	124)	 N°7	
Ca2+	 706	 2.49	 2.26	(2.25	-	2.26)	
2.78	
(2.77	-	2.80)	 N°8	
Glucosio	 873	 101	 81	(81	-	82)	
124	
(123	-	124)	 N°9	
Lattato	 967	 1.20	 0.50	(0.5	-	0.5)	
2.48	
(2.4	-	2.5)	 N°10	
	
	
sO2	 228	 77.9	
72.1	
(72.0	-	72.2)	
83.9	
(83.8-84.0)	 N°11	
tCO2	 106	 24.9	
22.1	
(…	-	…)	
27.0	
(…	-	…)	 N°12	
HCO3-*	 80	 22.8**	
20.8	
(20.4	-	21.2)	
25.2	
(24.8	-	25.6)	 N°13	
AG	 621	 15.1	 12.1	(12.0	-	12.3)	
19.9	
(19.8	-	19.9)	 N°14	
BE	 221	 -0.7	 -2.0	([-2.0]	-	[-1.9])	
2.2	
(1.8	-	2.5)	 N°15	
mOsm	 253	 306.4	 302.1	(302.0	-	302.2)	
314.4	
(314.1	-	314.7)	 N°16	
*	unico	misurando	con	distribuzione	parametrica,	**media,	CI	=	intervallo	di	confidenza.
Tab.	8:	Comparazione	dei	valori	ottenuti	con	e	senza	restrizione	in	base	ai	misurati	
Analita	 Dimensioni	campione	 Mediana	 IR	Limite	inferiore	 IR	Limite	superiore	
sO2	
16*	 79.6**	 72.3	 86.8	
228	 77.9	 72.1	 83.9	
tCO2	
0	 ---	 ---	 ---	
106	 24.9	 22.1	 27.0	
HCO3-	
80*	 22.8**	 20.8	 25.2	
299	 22.4	 20.8	 25.0	
AG	
40	 13.6	 12.0	 19.0	
621	 15.1	 12.1	 19.9	
BE	
0	 ---	 ---	 ---	
221	 -0.7	 -2.0	 2.2	
mOsm	
253	 306.4	 302.1	 314.4	
447	 308.0	 302.1	 322.4	
*misurando	con	distribuzione	parametrica,	**media	
Grafico	1:	Istogramma	della	distribuzione	di	pO2	
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Grafico	2:	Istogramma	della	distribuzione	di	pCO2	
	
Grafico	3:	Istogramma	della	distribuzione	di	ctHb	
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Grafico	4:	Istogramma	della	distribuzione	del	pH	
	
Grafico	5:	Istogramma	della	distribuzione	di	Na+	
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Grafico	6:	Istogramma	della	distribuzione	di		K+	
	
Grafico	7:	Istogramma	della	distribuzione	di	Cl-	
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Grafico	8:	Istogramma	della	distribuzione	di	Ca2+	
	
Grafico	9:	Istogramma	della	distribuzione	di	Glucosio	
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Grafico	10:	Istogramma	della	distribuzione	di	Lattato	
	
Grafico	11:	Istogramma	della	distribuzione	di	sO2	
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Grafico	12:	Istogramma	della	distribuzione	di	tCO2	
	
Grafico	13:	Istogramma	della	distribuzione	di	HCO3-	
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Grafico	14:	Istogramma	della	distribuzione	dell’Anion	Gap	
	
Grafico	15:	Istogramma	della	distribuzione	del	Eccesso/Difetto	di	Basi	
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Grafico	16:	Istogramma	della	distribuzione	dell’Osmolalità	
	
Tab.	9:	Confronto	tra	IR	adottati	da	ODV	UO	TI	e	quelli	ottenuti	con	questo	lavoro	
MISURATI	 Unità	di	misura	 IR	ODV	UO	TI	 IR	ottenuti	
pO2	 mmHg	 47.9	-	56.3	 48.1	-	56.2	
pCO2	 mmHg	 38.0	-	43.5	 38.0	-	43.4	
ctHb	 g/dL	 15	-	20	 15.1	-	19.8	
pH	 	 7.350	-	7.410	 7.351	-	7.409	
Na+	 mEq/L	 140	-	155	 140	-	154	
K+	 mEq/L	 3.9	-	5.5	 3.9	-	5.3	
Cl-	 mEq/L	 109	-	125	 109	-	124	
Ca2+	 mEq/L	 2.24	-	2.84	 2.26	-	2.78	
Glucosio	 mg/dL	 80	-	125	 81	-	124	
Lattato	 mmol/L	 0.5	-	2.5	 0.5	-	2.48	
DERIVATI	 	
sO2	 %	 72-84	 72.1	-	83.9	
tCO2	 %	 22	-	27	 22.1	–	27.0	
HCO3-	 mmol/L	 20.8	-	25.2	 20.8	-	25.2	
AG	 mEq/L	 12	-	20	 12.1	-	19.9	
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BE	 mmol/L	 (-2.0)	-	2.5	 (-2.0)	-	2.2	
mOsm	 mmol/Kg	 302	-	325	 302.1	-	314.4	
Confrontando	gli	IR	di	partenza	e	quelli	ottenuti,	come	riportato	in	tabella	9,	abbiamo	otte-
nuto	una	sovrapposizione	quasi	perfetta	per	pCO2,	ctHb,	sO2,	pH,	tCO2,	HCO3-,	AG,	Na+,	Cl-,	
Glucosio	e	Lattato,	una	minima	differenza	per	pO2,	BE,	K+	e	Ca2+	mentre	si	sono	ottenute	dif-
ferenze	per	 l’Osmolalità.	 Inoltre	 l’ampiezza	dell’intervallo	di	 confidenza	 (CI)	 per	 i	 limiti	 dei	
nuovi	IR	resta	sempre	al	di	sotto	di	0,2	volte	l’intervallo	dell’IR.	
Per	la	Bilirubina	non	è	stata	eseguita	alcuna	valutazione	degli	intervalli	di	riferimento	poiché	
lo	strumento	non	è	in	grado	di	determinarne	il	suo	valore	quando	il	campione	è	di	un	sogget-
to	 sano	 non	 iperbilirubinemico.	 Pertanto,	 per	 questa	 determinazione,	 esiste	 un	 limite	 alla	
sensibilità	analitica	per	valori	usualmente	indicati	come	normali	nel	cane	(0.1-0.3	mg/dL).	
Per	l’Hct	si	è	deciso	di	non	eseguire	valutazioni	in	quanto	l’equazione	alla	base	della	sua	de-
terminazione	si	fonda	su	valori	di	MCHC	inseriti	di	default	nella	macchina	e	basati	sulla	spe-
cie	umana	(vedi	punto	1.5.4)[14].	
Dal	confronto	dei	dati	di	pO2,	pCO2	e	pH,	divisi	in	base	alla	temperatura	(registrazione	cam-
pione	a	37°C,	oppure	alla	temperatura	corporea	registrata	alla	visita)	dopo	applicazione	degli	
intervalli	di	riferimento	riportati	in	tabella	6,	sono	stati	ottenuti	i	risultati	in	tabella	10.	
Tab.	10:	Confronto	dei	gruppi	a	diversa	T°C	per	pO2,	pCO2	e	pH	
	 N°	campioni	a	37°C	 N°	campioni	a	T°C	modificata	 P	
pO2	 70	 141	 0.2801	
pCO2	 71	 163	 0.1350	
pH	 149	 263	 0.4936	
Dalla	successiva	analisi	dei	dati	di	pO2,	ctHb,	sO2	e	pH	è	risultato	che	 il	36%	(478/1341)	dei	
referti	presentavano	una	pO2	>	58.2	mmHg,	cioè	oltre	il	limite	massimo	ottenuto	con	questo	
lavoro	aumentato	di	un	quartile.	Di	questi	il	16%	(74/478)	rientrano	nell’intervallo	di	norma-
lità	dei	campioni	arteriosi	ricavato	dalla	letteratura	per	l’analizzatore	(80.9	-	103.3	mmHg)	ed	
il	26%	(123/478)	superano	il	limite	massimo	dell’IR	arterioso.	Infine	il	38%	(47/123)	dei	dati	
che	 superano	 il	 limite	arterioso,	 superano	anche	 il	 livello	di	pressione	parziale	di	ossigeno	
dell’aria	ambiente	(159	mmHg[5][6]).	
Inoltre	 in	29/1341	casi	è	 stata	 inserita	una	FiO2	diversa	da	quella	 standard	della	macchina	
(21%),	di	questi	26/1341	l’avevano	aumentata	e	3	diminuita	(del	3%,	7%	e	8%),	la	modifica-
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zione	di	questo	parametro	serve	ad	indicare	la	presenza	di	ossigenoterapia	o	qualunque	al-
tra	possibile	variazione	alla	percentuale	di	ossigeno	nell’aria	inspirata[3][5][6][14].	Tra	i	referti	a	
pO2	>	58.2	mmHg	in	6/478	casi	era	stata	aumentata	la	FiO2,	mentre	in	2/478	casi	è	stata	mo-
dificata	la	FiO2	inserendo	un	valore	minore.	
È	stato	anche	osservato	che	nel	60%	(286/478)	dei	referti	con	pO2	>	58.2	mmHg,	anche	l’sO2	
supera	 il	 limite	 superiore	 ottenuto	 con	 questo	 lavoro	 e	 nel	 16%	 (47/286)	 di	 questi	 referti	
l’sO2	supera	addirittura	il	100%	(il	valore	massimo	riscontrato	è	il	102%).	
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CAPITOLO	4	
DISCUSSIONE	e	CONCLUSIONI	
Gli	IR	ottenuti	per	i	parametri	misurati	pO2,	pCO2,	ctHb,	pH,	Na+,	K+,	Cl-,	Ca2+,	Glucosio	e	Lat-
tato	possono	essere	considerati	attendibili	visto	il	numero	di	dati	utili;	lo	stesso	per	quel	che	
riguarda	i	parametri	calcolati.	Benché	la	procedura	di	riferimento	per	ottenere	gli	IR	sarebbe	
stata	quella	di	eseguire	misurazioni	singole	e/o	ripetute	su	soggetti	clinicamente	sani	prima	
di	effettuare	 l’analisi	 (metodo	“a	priori”),	 in	questo	 lavoro	è	stata	applicata	 la	metodologia	
indiretta	 a	 posteriori,	 anch’essa	 considerata	 valida	 nelle	 linee	 guida	 dell’ASVCP.	 Ciò	 ci	 ha	
permesso	di	validare	la	maggior	parte	degli	IR	estrapolati	dalla	letteratura.	La	metodica	indi-
retta	a	posteriori	prevede	l’estrapolazione	dei	dati	da	un	ampio	database	e	la	selezione	della	
popolazione	sana,	all’interno	del	database,	grazie	ad	analisi	matematiche[32][33][34].	
Inoltre	l’intervallo	di	confidenza	(CI)	è	risultato	inferiore	di	0,2	volte	l’IR	a	dimostrazione	del-
la	 congruità	 dell’analisi	 statistica	 eseguita	 (come	 specificato	 nelle	 linee	 guida	
dell’ASVCP)[32][33][34]	
È	 stato	anche	possibile	osservare	che,	nella	 realizzazione	degli	 IR	per	 i	parametri	 calcolati,	
non	sussisteva	una	reale	differenza	tra	IR	ottenuti	con	selezione	in	base	ai	corrispettivi	misu-
rati	e	IR	ottenuti	sulla	totalità	dei	dati	quando	la	numerosità	dei	campioni	rispettava	i	limiti	
delle	linee	guida	dell’ASVCP,	come	nel	caso	di	HCO3-	e	Osmolalità.	Quando	la	numerosità	non	
era	sufficiente,	come	è	accaduto	per	sO2,	AG	e	BE,	i	due	IR	si	dimostravano	differenti	soprat-
tutto	per	il	limite	superiore.	
La	differenza	osservata	tra	gli	IR	dell’Osmolalità,	quello	di	partenza	e	quello	nuovo,	si	consi-
dera	 imputabile	 alla	 semplicità	 della	 formula	 con	 cui	 questo	 parametro	 è	 calcolato	 dallo	
strumento.	Infatti,	nella	formula	[2Na+	+	Glucosio]	non	viene	considerata	l’Urea	(parametro	
che	 lo	 strumento	 non	 fornisce),	 presente	 invece	 in	 tutte	 le	 formule	 disponibili	 in	
letteratura[3][7][12][15][21].	
Non	è	stata	dimostrata	una	differenza	statistica	tra	valori	di	pO2,	pCO2	e	pH	quando	la	tem-
peratura	del	 soggetto	viene	 inserita	correttamente	 in	contrapposizione	a	quando	viene	 la-
sciata	quella	di	default	della	macchina	(37°C).	Va	però	considerato	che	il	modo	migliore	per	
dimostrare	questa	differenza	sarebbe	stato	quello	di	eseguire	su	ogni	singolo	campione	una	
serie	di	doppie	misurazioni	alle	due	diverse	temperature.	Inoltre	è	probabile	che	la	differen-
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za	abbia	maggior	significatività	quando	la	temperatura	del	soggetto	è	molto	diversa	da	quel-
la	dello	strumento	(ipotermia	o	ipertermia).	
I	valori	anomali	di	pO2	riscontrati	sulla	massa	di	dati,	essendo	impossibili	da	ottenere	auto-
nomamente	in	un	organismo	(vedi	pO2	al	punto	1.2.1),	fanno	sospettare	fortemente	un	erro-
re	 preanalitico	 possibilmente	 imputabile,	 nei	 478/1341	 casi,	 a:	 errata	 identificazione	 del	
campione	 (arterioso	 registrato	 come	 venoso);	 presenza	di	 bolle	 d’aria	 all’interno	del	 cam-
pione	al	momento	dell’analisi;	ossigenoterapia	 in	atto	al	momento	del	prelievo	(altamente	
probabile	essendo	uno	strumento	per	l’emergenza	e	la	terapia	intensiva).	In	47/123	casi,	do-
ve	 la	pO2	 supera	 i	 160	mmHg,	 l’ossigenoterapia	è	 l’ipotesi	più	plausibile[5][6].	 Le	medesime	
considerazioni	sono	ulteriormente	avvalorate	dalle	alterazioni	riscontrate	nei	valori	di	sO2.	
Queste	evidenze	ribadiscono	la	necessità	di	porre	estrema	attenzione	alla	corretta	procedu-
ra	di	 prelievo,	 all’identificazione	del	 campione	ed	 al	 corretto	 inserimento	dei	 dati	 richiesti	
dallo	strumento	(FiO2)	quando	si	desidera	ottenere	un’emogasanalisi	che	possa	essere	clini-
camente	utile[2][6][7][15].	Va	anche	considerato	che,	con	questi	valori	di	pO2,	è	altamente	pro-
babile	che	 i	corrispondenti	valori	di	pCO2	siano	stati	 falsamente	ridotti	mentre	quelli	di	pH	
siano	stati	falsamente	aumentati.		
Durante	la	stesura	di	questo	lavoro	ho	potuto	constatare	che	sono	molti	gli	ulteriori	spunti	di	
approfondimento	dell’emogasanalisi	con	l’analizzatore	RadiometerTM	ABL	735	GLA	XP®:	rea-
lizzare	gli	IR	su	sangue	arterioso	e	misto;	confrontare	le	misurazioni	dell’emogasanalizzatore	
con	quelle	dello	strumento	di	chimica	liquida	presente	nel	laboratorio	del	reparto	di	Patolo-
gia	Clinica	per	 i	parametri	degli	elettroliti	e	dei	metaboliti;	valutare	per	 l’Hct	 la	reale	diffe-
renza	intercorrente	tra	calcolo	dello	strumento	e	valore	reale	ottenuto	con	la	metodica	gold	
standard	del	microematocrito;	intraprendere	un	processo	per	la	standardizzazione	della	fase	
pre-analitica,	dalla	gestione	del	paziente	alla	metodica	di	campionamento.	
Infine,	sarebbe	interessante:	esaminare	la	possibile	correlazione	dei	risultati	per	ogni	analita	
tra	campionamenti	arteriosi,	misti	e	venosi	sullo	stesso	soggetto,	ampliare	il	pannello	di	pa-
rametri	comprendendo	anche	p50,	FShunt,	SID,	A/a,	…	già	 in	uso	 in	medicina	umana	ed	 in	
molte	strutture	veterinarie;	valutare	 la	possibilità	dell’uso	dell’emogasanalizzatore	per	rile-
vare	 il	Ca2+	solo	su	plasma/siero,	anche	dopo	un	periodo	di	stoccaggio	(di	sangue	 intero	 in	
anaerobiosi)	per	eventuale	necessità	di	spedizione	dei	campioni	o	di	conservazione	prolun-
gata;	approfondire	la	variazione	della	pO2	venosa	e	capillare,	e	le	loro	possibili	applicazioni,	
nelle	varie	patologie	e	in	relazione	alla	sede	di	prelievo.	
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In	conclusione	sono	stati	stabiliti	i	nuovi	IR	per	gli	analiti	considerati	e	osservato	che,	utiliz-
zando	 il	metodo	 indiretto	a	posteriori,	questi	nuovi	 IR	sono	sovrapponibili	a	quelli	ottenuti	
della	 letteratura	 ad	 eccezione	 dell’Osmolalità	 per	 cui,	 il	 diverso	 metodo	 di	 calcolo	 usato	
dall’analizzatore	 rispetto	ai	metodi	 riportati	 in	 letteratura,	ha	provocato	un	restringimento	
dell’IR.	 	
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